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0. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
AMD Altersbedingte Makuladegeneration     

Ano Anoctamin    

BK Maxi-K Ca2+-abhängiger K+-Kanal         

BVMD Best's vitelliforme Makuladystrophie 

CaCC Ca2+-abhängiger Chlorid-Kanal     

CBD Cannabidiol 

DHA Docosahexaensäure 

EOG Elektrookulogramm 

ERG Elektroretinogramm 

GCL retinale Ganglienzellschicht (english: Ganglion Cell Layer) 

IGF-1 Insulin-like growth factor 1 

IL Interleukin 

INL innere nukleäre Schicht (english: Inner Nuclear Layer) 

IPL innere plexiforme Schicht (english: Inner Plexiforme Layer) 

IPSC Induzierte pluripotente Stammzellen 

KO knock-out 

LP Light Peak 

MP mononukleäre Phagozyten 

PEDF Pigment epithelium derived factor 

PGF Plazentawachstumsfaktur (english: Placental Growth Factor) 

PI3-Kinase     Phosphoinositid-3-Kinase 

POS Photorezeptoraußensegmente (english: Photoreceptor Outer Segments) 

RPE Retinales Pigmentepithel 

TGFβ Transforming growth factor β 

TRPV2 Transient Receptor Potential cation channel subfamily V member 2 

VDCC Spannungsabhängige Ca2+ Kanäle (english: Voltage Dependent Calcium Channels 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
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VEGFR1 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1 

WT Wildtyp 

ZO-1 Zonula occludens 1 
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1. EINLEITUNG: Anatomische und funktionelle Grundlagen des 

Immunprivilegs der Retina 

1.1 Die anatomische Struktur der Retina 
 

Der Sehsinn ist der wichtigste Sinn des Menschen. Hierfür ist die Netzhaut, oder auch Retina, von 

zentraler Wichtigkeit. Aufgabe der Retina ist es, das durch die Hornhaut einfallende und durch die 

Linse gebündelte Licht mittels der Photorezeptoren in Nervenimpulse umzuwandeln, diese zu 

modulieren und über die Ganglienzellen nach zentral weiterzuleiten. Damit das ungehindert gelingt, 

ist die Integrität und das Zusammenspiel der 10 verschiedenen retinalen Zellschichten notwendig. 

Die Retina der Wirbeltiere ist invertiert aufgebaut, d.h. die lichtempfindlichen Zellen, die 

Photorezeptoren, befinden sich auf der äußeren, dem Licht abgewandten Seite. Von außen nach 

innen gliedert sich der Aufbau der Retina wie folgt (siehe schematische Darstellung Abb.1, Seite 

(Abràmoff et al., 2010)): Beginnend mit dem Retinalen Pigmentepithel (RPE), welches nach außen 

von der gefäßreichen Aderhaut, der Chorioidea, durch die Bruch‘sche Membran begrenzt wird, 

folgen die Außensegmente der Photorezeptoren (POS), welche von der apikalen Membran des RPE 

eng umschlungen werden, sowie die inneren Segmente der Photorezeptoren. In den 

Photorezeptoren kommt es zur Phototransduktion, d.h. zur Umwandlung der elektromagnetischen 

Energie in Veränderungen des Membranpotentials, welche dann über eine Verminderung der 

Glutamatfreisetzung an die Bipolarzellen weitergeleitet wird. Durch die äußere Grenzschicht (outer 

limiting membrane) von den Photorezeptoren getrennt, folgt die äußere Körnerschicht (ONL). Diese 

umfasst die Zellkörper der Photorezeptoren. In der äußeren plexiformen Schicht (OPL) sind die 

Synapsen zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen, sowie der Horizontalzellen lokalisiert. Deren 

Somata befinden sich in der angrenzenden inneren nukleären Schicht (INL). Dort befinden sich auch 

die Zellkörper der Müllerzellen, die mit ihren Ausläufern die Retina von der Ganglienzellschicht bis zu 

den Photorezeptor-Innensegmenten durchziehen und dabei sowohl stabilisierende als auch 

funktionelle Aufgaben (v.a. in Bezug auf Ionen -und Wasserhomöostase und die Erhaltung der 

Erregbarkeit der Photorezeptoren übernehmen (Reichenbach & Bringmann, 2013). Die INL 

beherbergt zusätzlich noch die Gruppe der heterogenen Amakrinzellen, welche über synaptische 
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Verbindungen zu den Bipolarzellen indirekt sowie zu den Ganglienzellen direkt die Erregung der 

Ganglienzellen modulieren. Die Schicht der synaptischen Verbindungen zwischen Bipolarzellen, 

Ganglienzellen sowie Amakrinzellen wird innere plexiforme Schicht (IPL) genannt. Die 

Ganglienzellschicht (GCL) beherbergt die Ganglienzellen, deren lange Axone den Sehnerv bilden. 

Diese werden von Astrozyten umschlungen (Hoon et al., 2014). Ein weiterer ubiquitär in der 

Netzhaut lokalisierter Zelltyp, sind Mikrogliazellen, die Surveillanceaufgaben erfüllen und in der 

Pathophysiologie zahlreicher retinaler Erkrankungen aktiv werden (Karlstetter et al., 2015). In 

Richtung Glaskörper wird die Retina durch die innere Grenzmembran, die aus den basalen Endfüßen 

der Müllerzellen gebildet wird, abgegrenzt. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Auges (a) sowie der einzelnen Schichten der Retina (b) aus 

(Abràmoff et al., 2010) outer plexiform layer (OPL), outer nuclear layer (ONL), inner plexiform layer (IPL), 

inner nuclear layer (INL), ganglion cells (GCL). 

 

1.2 Immunprivileg der Retina 
 

Das Immunprivileg der Retina bzw. der äußeren Blut-Retina-Schranke besteht in der Entkoppelung 

die neuronalen/glialen Strukturen der Netzhaut vom systemischen Immunsystem. Dies beinhaltet 
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die mechanische Begrenzung gegenüber der Diffusion immunmodulatorischer Botenstoffe und 

der Migration von Zellen des Immunsystems. Zudem besteht eine aktive Abwehr systemischer 

Immunreaktionen durch lokale anatomische Gegebenheiten, Sekretion immunsuppressiver und 

anti-inflammatorischer Zytokine und Expression von Zelloberflächenproteinen.  Das RPE bildet mit 

seinen Tight-Junctions die äußere Blut Retina Schranke. Es handelt sich hierbei aber nicht bloß um 

eine mechanische Barriere, welche systemische Einflüsse in Form migrierender Immunzellen 

zurückhält, sondern das RPE vermittelt das Immunprivileg vor allem auch durch die Sekretion von 

immunsuppressiven Faktoren (Streilein, 1999, 2003), da die Immunzellen zunächst durch die 

Bruch’sche Membran vom RPE getrennt sind und keine Kontaktinhibition stattfinden kann. 

 

1.2.1 Äußere Blut-Retina-Schranke als Barriere 
 

Das Retinale Pigmentepithel (RPE) ist ein polares einschichtiges Epithel bestehend aus kuboiden, 

pigmentierten Zellen, welche mittels Tight-Junctions (zonulae occludentes) und 

Adhäsionsmolekülen (zonulae adherentes) miteinander verbunden sind. Durch seine exponierte 

Lage zwischen den POS und der Retina auf der apikalen Seite, welche es mit Mikrovilli 

umschließt, und der stark perfundierten Chorioidea auf der basalen Seite, von der es nur durch 

eine Schicht extrazellulärer Matrix, die Bruch‘sche Membran, getrennt wird, stellt das RPE eine 

wichtige Grenzfläche zwischen der Retina und dem Körperkreislauf dar. 

Die molekulare Zusammensetzung der Tight-Junctions macht das RPE zu einem funktionell 

dichten Epithel: der parazelluläre Widerstand ist mehr als 10 mal höher als der transzelluläre 

Widerstand (Miller & Steinberg, 1977; Oakley, 1977). Die Tight-Junctions stellen damit das 

Korrelat der äußeren Blut-Retinaschranke dar (Kaur et al., 2008). 

Die Tight-Junctions bedingen neben ihrer Funktion einer transepithelialen Barriere gleichzeitig die 

Polarität der Zellen, eine funktionell apikal/basolaterale Kompartimentierung über die Ausbildung 

einer intramembranalen Barriere. Das ist Grundlage für einen gerichteten transepithelialen 

Transport zwischen Retina und Chorioidea sowie - mittels der apikal/basolateral polar 
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differentiellen Sekretion verschiedener Proteine - für die Kommunikation mit den benachbarten 

Strukturen (A. D. Marmorstein, 2001). 

 

1.2.2 Funktionen des Retinalen Pigmentepithels (RPE) 
 

Als aktive Barriere und Interaktionspartner der Photorezeptoren erfüllt das RPE viele wichtige 

Funktionen für die retinale Homöostase und Integrität, die essentiell für die Erhaltung des Visus 

als auch direkt an der visuellen Funktion beteiligt sind (Strauss, 2005). 

 

 

Abbildung 2: Überblick über die Physiologischen Funktionen des RPE.  MV: microvilli; OS: outer segments of 

photoreceptors; VEGF: vascular epithelial growth factor; PEDF: pigment epithelium derived growth factor (Strauss, 

2005) 

Angelehnt an Strauss (Strauss, 2005) sind folgende Funktionen hervorzuheben: 

1. Transepithelialer Transport von Nährstoffen, Ionen und Wasser. 

Das RPE transportiert wichtige Metabolite aus dem Körperkreislauf zu den Photorezeptoren, 

darunter Glucose, Retinal, das Chromophor der Sehpigmente, und Docosahexaensäure (DHA). Die 

Anwesenheit von DHA als wichtigster Baustein der Plasmamembran der Photorezeptoren ist  
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nötig für die Erneuerung der Außensegmente und den Transport von Retinal. Darüber hinaus wird 

auch eine anti-inflammatorische und anti-apoptotische Rolle v.a. in Bezug auf retinale 

Ganglienzellen diskutiert (Querques et al., 2011). Im Gegenzug dazu werden metabolische 

Endprodukte und überschüssiges Wasser, welches vordergründig durch den Stoffwechsel der 

Photorezeptoren entsteht und durch den intraokulären Druck aus dem vorderen Augenbereich in 

Richtung Netzhaut getrieben wird, in Richtung Chorioidea abtransportiert. Der Wassertransport 

wird durch den aktiven transepithelialen Transport von Cl- Richtung Chorioidea angetrieben (Hu 

et al., 1996; Miller & Edelman, 1990). 

2. Lichtabsorption und Protektion der Retina vor oxidativem Stress 

In der äußeren Netzhaut ist die Sauerstoffkonzentration sehr hoch. Dies entsteht durch die starke 

Perfusion der Chorioidea bei geringer O2-Extraktion durch das Gewebe (Alm & Bill, 1970, 1973). 

Dem gegenüber steht die hohe Lichtenergie, gebündelt durch die Linse, und ein Umfeld, welches 

reich an chemischen Verbindungen ist, die durch hohe Dichte an Kohlenstoff Doppel- sowie 

Dreifachbindungen extrem vulnerabel für den O2 Einbau durch photochemische Beschleunigung 

sind. Zudem erhöht die Phagozytose von POS noch zusätzlich die Konzentration freier Radikale. 

Das RPE hat daher verschiedene Strategien entwickelt, mit oxidativem Stress umzugehen: zum 

einen die Lichtabsorption durch das Vorhandensein von Pigmenten, vor allem Melanin (Beatty et 

al., 1999) zum anderen enzymatische und nichtenzymatische Antioxidantien sowie enzymatischen 

Reparaturmechanismen. Im Rahmen des normalen Alterungsprozesses, als auch beschleunigt bei 

verschiedenen Retina-Degenerationen, wie der altersbedingten Makuladegeneration (AMD) oder 

dem Morbus Best, kommt es zu einer Ansammlung von Lipofuszin, einem Komposit verschiedener 

Endprodukte u.a. des Retinastoffwechsels, der Autophagie und der Phagozytose (Boulton & 

Dayhaw-Barker, 2001; Delori et al., 2001; Parish et al., 1998).   

3. Re-Isomerisierung von all-trans-retinal zu 11-cis-retinal 

Sehen wird durch die Absorption eines Photons durch 11-cis-Retinal, dem Chromophor des 

Rhodopsins ermöglicht (Cooper, 1979). Daraus entsteht eine Konformationsänderung zum all-

trans-Retinal, welche über eine gleichzeitige sterische Änderung der Tertiärstruktur des 

Rhodopsins, die Aktivierung eines G-Protein gekoppelten Signalweges zur Phototransduktion und 
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Weiterleitung des Signals bewirkt. Die Re-Isomerisierung von all-trans-Retinal zu 11-cis-Retinal 

(auch Sehzyklus) findet im RPE statt (Lamb & Pugh, 2004; Thompson & Gal, 2003). Diese 

enzymatische Reaktion sowie der anschließende Transport des 11-cis-Retinal zu den 

Photorezeptoren ist essentiell für die Aufrechterhaltung der Lichtabsorption (Thompson & Gal, 

2003). 

4. Kontrolle der Ionenzusammensetzung des subretinalen Raums 

Dies betrifft vordergründig die K+-Konzentration und das extrazelluläre Volumen (Steinberg et al., 

1983). Zur Erhaltung ihrer Erregbarkeit benötigen die Photorezeptoren eine konstante 

extrazelluläre K+-Konzentration, da diese das Ruhemembranpotential definiert, dessen Änderung 

die Anwesenheit von Licht kodiert. Sinkt das extrazelluläre K+ nach Erhöhung der Lichtintensität, 

werden durch die Hyperpolarisation der apikalen Membran des RPE zum Ausgleich dort 

befindliche einwärts rektifizierende K+-Kanäle aktiviert, die wiederum durch den Ausstrom von K+ 

aus dem RPE in den subretinalen Raum die K+ Absenkung ausgleichen. Lichtinduzierte Änderungen 

im Extrazellulärvolumen werden durch die Anpassung des Cl- -Transportes durch „Second-

Messenger“ abhängige Aktivierung von Cl--Kanälen in der basolateralen Membran und damit des 

Wassertransportes bewerkstelligt. 

5. Phagozytose von POS 

Photorezeptoren sind physikalisch maximal empfindlich, daher bedingt die Photoabsorption 

gleichzeitig die kontinuierliche Zerstörung der lichtempfindlichen Außensegmente. Die 

zugrundeliegenden Mechanismen sind Photo-Oxidation, welche langsam vor sich geht, oder akut 

der hochenergetische Impact des konzentrierten Lichts. Die zerstörten Spitzen werden 

abgestoßen und vom RPE phagozytiert, neue Außensegmente von der Basis zur Erneuerung 

ausgebildet. Die Phagozytose, die einem festen täglichen Rhythmus folgt, basiert auf einem 

dreiteiligen Prozess: dem Erkennen der Außensegmente durch RPE Zellen, deren Einschluss und 

schließlich die Degradation (Mazzoni et al., 2014). Für die Kontrolle des zirkadianen Rhythmus ist 

die Erhöhung des intrazellulären Ca2+, vermittelt über spannungsabhängige Ca2+-Kanäle essentiell 

(Müller et al., 2014). 
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6. Sekretion von verschiedenen Wachstumsfaktoren 

Das RPE ist ein sekretorisches Epithel. Unter physiologischen Bedingungen werden Faktoren zur 

Stabilisierung der Photorezeptoren apikal sezerniert (z.B. Pigment epithelium derived factor 

(PEDF), welcher neurotroph auf die Retina wirkt), Fibroblast growth factor (FGF), Transforming 

growth factor (TGF-β) und insulin-like growth factor (IGF-1). Durch die basolaterale Membran in 

Richtung Chorioidea sezerniert das RPE, wie in den folgenden Kapiteln noch vertieft wird, vor 

allem vascular endothelial growth factor (VEGF-) A. VEGF-A wirkt zusammen mit Proteinen der 

tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMP) - Familie (ebenfalls aus dem RPE) stabilisierend auf 

Struktur hier vor allem auf die Fenestrierung der chorioidalen Kapillaren (Blaauwgeers et al., 

1999). Die Balance der Aktivität von Matrixmetalloproteasen und ihren Inhibitoren (TIMP) ist 

wichtig für den Erhalt der Extrazellulärmatrix, welche aus Kollagenen, Fibronectin, Laminin etc. 

besteht. Veränderungen der Expression dieser Enzyme bzw. deren Inhibitoren führt zu 

verschiedenen Pathologien, so auch der chorioidalen Neovaskularisation (CNV) bei der AMD. 

Hierbei kommt es enzymatisch bedingt unter anderem zur Aufhebung der Blockade endothelialer 

VEGF-Rezeptoren, Schäden der Bruchmembran sowie der RPE-Interphotorezeptormatrix und so 

zu Ablösung des RPEs und zur Invasion der chorioidalen Endothelzellen (Plantner et al., 1998; 

Steen et al., 1998; Webster et al., 1999).  Im Kontext proliferativer retinaler Erkrankungen führt 

die gesteigerte VEGF-A Sekretion unter verminderter TIMP Sekretion zur Induktion von 

pathologischer Neovaskularisation (zum Beispiel im Zusammenhang mit der feuchten Form der 

AMD). Des Weiteren werden auch immunmodulierende Faktoren sezerniert, das humorale 

Korrelat des Immunprivilegs (siehe nächster Abschnitt). 

 

1.2.3 Beitrag zum Immunprivileg des Auges als Teil der Äußeren 

Blut-Retina Schranke 

Barrieren schaffen eine Trennung von immunprivilegierten Geweben und dem Körperkreislauf.  

Das RPE als Schranke zwischen der Retina und dem Körperkreislauf lässt sich als sogenannte 

„educational barrier“ einordnen. Diese grenzt sich von der „true barrier“ ab, die durch Tight-

Junctions eine mechanische Barriere und durch Oberflächenproteine der Endothelien eine 



14 
 
 

 

 

 

 

inhibitorische Barriere bildet (Shechter et al., 2013). Damit hält die „true barrier“ das 

Immunsystem außerhalb des immunprivilegierten Raums. Die “educational barriers” bestehen 

aus fenestriertem Endothel und einem Epithel. Das Epithel bietet hier durch Tight-Junctions auf 

der einen Seite eine mechanische Barriere, vermittelt aber auf der anderen Seite durch 

homöostatisches „Gaten“ von Immunzellen eine Interaktion mit diesen Zellen. Diese Interaktion 

ermöglicht es dem Epithel die lokale Immunantwort nicht nur einfach zu blocken, sondern zu 

orchestrieren, wodurch regenerative oder pro-angiogene Effekte erzielt werden können, weil die 

Art der Immunzellen erkannt werden kann (Shechter et al., 2013). Somit unterscheiden sich die 

beiden Entitäten von Barrieren klar durch die Zellen, die die Verbindungen bilden (Endothel vs. 

Epithel), die anatomische Lage (Parenchym vs. Peripherie) und die Immunmodulierende Wirkung, 

die den “educational barriers” eigen ist. Als grundlegende Mechanismen der Immunmodulation 

an der “educational barrier” postulieren Shechter et al: Determinierung des Phänotyps 

permeierender Zellen durch selektive Rekrutierung, selektives Überleben, 

Metabolitbereitstellung sowie Aktivierung bestimmter Zellen. Des Weiteren werden unpassende 

Zellen unterdrückt und bestimmte Liniendifferenzierung bzw. die Ausbildung bestimmter 

funktioneller Merkmale (Shechter et al., 2013) induziert. 

In der Retina existieren zwei Barrieren, die innere und äußere Blut-Retina-Schranke. Die innere 

Blut-Retina-Schranke bildet eine „true barrier“, bestehend aus dem dichten Endothel der Gefäße 

der inneren Netzhaut, verbunden durch Tight-Junctions und bedeckt von Müllerzellendfüßen und 

Astrozyten. Diese Barriere bricht bei entzündlichen Erkrankungen der Netzhaut zusammen. 

Veränderungen der Zusammensetzung der Oberflächenmoleküle, Entzündungszellen, darunter 

vor allem Typ-1-T-Helferzellen (TH1), TH17 und Zytokine wie TNFα, IL1β, sowie reaktive Oxygen 

Spezies (ROS) sind hieran beteiligt (Kerr et al., 2008; Luger et al., 2008; Luna et al., 1997). 

Die äußere Blut-Retina-Schranke ist eine „educational barrier“, bestehend aus dem durch Tight-

Junctions verbundenen Zellen des dichten RPE und den fenestrierten Kapillaren der 

Choriokapillaris. Sie ist umgeben von immunmodulierenden Faktoren wie TGFβ, IL10, 

Somatostatin, sowie Thrombospondin-1 und den an der Apoptose beteiligten Faktoren FAS 

Antigen Ligand (FAS-L), TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) und programmed cell death 
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1 ligand (PDL1) (Kaur et al., 2008; Kerr et al., 2008; Sugita, 2009; Sugita et al., 2006). Zusätzlich 

exprimieren RPE Zellen immunsuppressive Proteine, welche die entzündliche Aktivität von T-

Zellen hemmen oder die Differenzierung von Immunzellen beeinflussen (Ishida et al., 2003; Sugita, 

2009; Sugita et al., 2006). Durch seine Sekretion von VEGF-A beteiligt sich das RPE am VEGF-

Signalsystem, das angiogene Aktivität und mit ihr verbundenen Entzündungsreaktionen durch die 

verschiedenen VEGF-Rezeptoren koordiniert (Autiero et al., 2003; Carmeliet et al., 2001; 

Claesson-Welsh, 2016). 

1.2.4 Ionale Mechanismen des Immunprivilegs 

Im Wesentlichen erfolgt die Orchestrierung der lokalen Immunreaktionen im Sinne der 

„educational barrier“ durch das RPE über die sekretorische Aktivität, da das RPE vom Endothel 

der Choriokapillaris durch die Bruch’sche Membran getrennt ist. Durch die Funktion als 

sekretorisches Epithel ist das RPE mit den Proteinen ausgestattet, die für endokrine Zellen 

erforderlich sind ist. Das sind neben den Carrierproteinen für sekretorische Vesikel (z.B. Rab27a) 

auch eine Reihe von Ionenkanälen, da der Trigger zur Freisetzung der Vesikel eine Erhöhung des 

freien zytosolischen Ca2+ ist. Im Zentrum steht zum einen der potentialabhängige L-Typ-Ca2+-Kanal 

des neuroendokrinen Subtyps (α1D oder CaV1.3) der zuerst in den β-Inselzellen des Pankreas 

beschrieben wurde und dort einen Hauptregulator der Insulinsekretion darstellt (Yang et al., 

2012). Dieser Kanal reguliert die z.B. die Sekretion des VEGF-A durch das RPE, die im Falle der 

neovaskulären AMD durch Faktoren wie bFGF und erhöhte Tyrosinphosporylierung 

heraufgeregelt ist (Rosenthal et al., 2005, 2007; Strauss et al., 1999, 2000). Die Stärke der 

Sekretion wird durch die Amplitude und zeitlichen Verlauf des Ca2+-Signals gesteuert (Berridge et 

al., 2000). Das heißt für den L-Typ-Ca2+-Kanal, dass die Sekretionsaktivität höher ist, wenn die 

Kanalaktivität höher ist. Dies konnte für die Stimulation der RPE Zellen durch bFGF und durch 

Analyse von RPE Zellen aus neovaskulären Membranen gezeigt werden (Rosenthal et al., 2007). 

Im Sinne der Modulation des Ca2+-Signals als Trigger für die Sekretion, kann auch die L-Typ-Ca2+-

Kanalaktivität begrenzt werden. Dafür exprimiert die RPE Zelle Ionenkanäle, die die direkten 

Antagonisten für den L-Typ-Ca2+-Kanal darstellen. Der potentialabhängige K+-Kanal Kv1.3 hat eine 

dem L-Typ-Ca2+-Kanal analoge Potentialabhängigkeit und kehrt die für die L-Typ-Ca2+-
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Kanalaktivierung notwendige Depolarisation in eine Hyperpolarisation der Zelle um. Da Kv1.3 sehr 

viel langsamer als der L-Typ-Ca2+-Kanal aktiviert, begrenzt Kv1.3 die L-Typ-Ca2+-Kanalaktivität 

zeitlich. Parallel wird der Maxi-K Ca2+-abhängige K+-Kanal (BK) aktiviert, der die Menge des 

einströmenden Ca2+ begrenzt, weil er ab einer bestimmten intrazellulären Ca2+-Konzentration 

aktiviert und den L-Typ-Ca2+-Kanal durch Hyperpolarisation deaktiviert (Hughes et al., 1995; Pinto 

& Klumpp, 1998; Strauss et al., 2002; Wimmers et al., 2007, 2008). Neben dem L-Typ-Ca2+-Kanal 

wurde bisher der potentialunabhängige TRPV2 Kanal (transient receptor potential vanilloid-

subtype 2) als Regulator der VEGF-A Sekretion identifiziert. Er setzt zum Beispiel die Stimulation 

der Zelle durch IGF-1 in VEGF-A Sekretion um.  Da IGF-1 und sein Rezeptor auf RPE Zellen in 

neovaskulären Membranen von AMD Patienten (Lambooij et al., 2003) sowie die IGF-1-

stimulierte VEGF-A Sekretion durch diese RPE Zellen nachgewiesen wurde (Cordeiro et al., 2010), 

spielt TRPV2-abhängige Regulation der VEGF-A Sekretion vermutlich eine Rolle in der chorioidalen 

Neovaskularisation bei AMD. Auch intrazelluläre Ca2+-Anstiege werden durch diesen Kanal 

moduliert, was jedoch nicht durch die Potentialabhängigkeit des Kanals selbst erfolgt, sondern 

durch Justierung der elektrischen treibenden Kräfte für den Ca2+-Einstrom durch die TRPV2 Pore. 

Die durch den Ca2+-Einstrom aktivierten BK- und Ca2+-abhängige Cl--Kanäle würden die Zelle 

hyperpolarisieren und den Ca2+-Einstrom verstärken. Die Aktivierung eines bisher nicht näher 

identifizierten Ca2+-abhängigen nicht-selektiven Kationenkanals würde die Zelle depolarisieren, 

die treibenden Kräfte verkleinern und den Ca2+-Einstrom vermindern. 

Zusammenfassend ergibt sich, dass die Steuerung der Sekretion über eine Agonisten-spezifische 

Aktivierung von Ca2+-leitenden Ionenkanälen und deren Kontrolle gesteuert wird. Die 

Aktivierungsmechanismen sind bisher nicht genau bekannt und können durch Modulation von 

Potentialabhängigkeit, Oberflächenexpression des Kanals sowie durch die Modulation der 

Porenaktivität erfolgen. Durch Ko-Aktivierung von Ca2+-abhängigen oder potentialabhängigen 

nicht Ca2+-leitenden Kanälen kann ein räumlich und zeitlich orchestriertes Ca2+-Signal entstehen, 

das Spezifität zwischen Input- und Outputsignal für die Zelle definiert. 
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1.3 Zusammenfassung und Hypothese 
 

Aus seinen vielfältigen Funktionen wird klar, welche herausragende Rolle das RPE für den 

Visuserhalt spielt und wie gravierend sich Störungen und vor allem irreversible Schäden des RPE 

auswirken können. 

Ziel der Arbeiten zu der Habilitationsschrift ist es, das RPE als ein Interface zwischen der Retina 

und dem Körperkreislauf zu charakterisieren. 

Die zentrale Frage für diese Arbeit ist: Handelt es sich beim RPE nicht nur um eine rein 

mechanische Barriere, die durch die Dichtigkeit des Epithels besteht, sondern um ein Epithel, 

welches aktiv und gezielt Kommunikation mit den Nachbargeweben steuert? 

Zur Beantwortung dieser Frage haben wir die Hypothese, dass das RPE durch sekretorische 

Beeinflussung des VEGF-Signalsystems angiogene als auch inflammatorische Prozesse in der 

äußeren Netzhaut steuert. 

Um die Hypothese zu prüfen, sollen folgende Fragen zur Kommunikation des RPE mit den 

Nachbargeweben beantwortet werden: 

1. Welche ionalen Mechanismen regulieren die VEGF-A Sekretion? 

2. Welche Rolle spielt die VEGF-Superfamilie bei der Koordination von Angiogenese und 

Immunabwehr? 
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2 ORIGINALARBEITEN 
 

Die Originalarbeiten ermöglichen mit der Identifizierung neuer Ionenkanäle ein verbessertes 

Verständnis für die funktionale Regulation der bekannten Ionenkanäle. Basierend auf diesen 

Daten konnten wesentliche Aspekte der RPE Funktion, vor allem der der Sekretion, verstanden 

werden und in ein pathologisches Szenario eingeordnet werden. 

 

2.1 Anoctamin2 (TMEM16B) forms the Ca2+ -activated Cl- channel 

in the retinal pigment epithelium. 
 

Der Cl--Transport durch das RPE spielt eine wichtige Rolle für die retinale Ionen- und 

Flüssigkeitshomöostase. Für den Eintritt von Cl- in die RPE Zellen sorgt ein Na+-K+ -2 Cl- -Co-

Transporter. Da Na+ und K+ die RPE Zellen durch die Aktivität der Na+/K+-ATPase und apikalen K+ 

Kanäle über die apikale Membran in Richtung Retina wieder verlassen, kommt es über den Na+-

K+-2Cl--Co-transporter und der Impermeabilität der apikalen Membran für Cl- zu einer hohen 

intrazellulären Cl-. Konzentration.  Zum Zweck des transepithelialen Cl--Transports werden in der 

basolateralen Membran des RPE zahlreiche Cl--Kanäle exprimiert (Gallemore et al., 1988; 

Gallemore & Steinberg, 1989), über die das Cl- über die basolaterale Membran in Richtung 

Blutseite abfließen kann. Ferner regulieren Ca2+-abhängige Cl--Kanäle die zeitliche und räumliche 

Ausbreitung von Ca2+-Signalen und damit generelle Steuerungen der Zellfunktion (Berridge et al., 

2000). Neben dem spannungsabhängigen ClC-2 (Bösl et al., 2001; Wills & Fong, 2001) wurde die 

Existenz Ca2+-abhängiger Cl--Kanäle (CaCC) im RPE mittels Patch-Clamp, Messung 

transepithelialen Transports und pharmakologischer Intervention schon früh nachgewiesen, ein 

molekulares Korrelat konnte allerdings bis zum Zeitpunkt dieser Forschungsarbeiten nicht 

gefunden werden (Reichhart & Strauss, 2014). Vor allem die Abhängigkeit vom Ca2+-Spiegel und 

somit das Potenzial den Cl- -Transport an metabolische Gegebenheiten anzupassen ist hier 
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physiologisch sowie pathophysiologisch hoch relevant. Bisher bekannt waren der cAMP-

abhängige CFTR (Blaug et al., 2003) sowie das Ca2+-abhängige Protein Bestrophin-1 (BEST1) (Chien 

et al., 2006; Hartzell et al., 2008; Sun et al., 2002). 

Anoctamine stellen eine Familie von Transmembranproteinen dar, welche sowohl 

Ionenkanalfunktion aufweisen, je nach Subtyp auch als Scramblasen fungieren (Kunzelmann et 

al., 2012; Pedemonte & Galietta, 2014; Picollo et al., 2015). Scramblasen sind für die Translokation 

von Phospholipiden innerhalb Zellmembranen zuständig (Kodigepalli et al., 2015). Anoctamin 

(Ano)1 und Ano2 wurden als erste aus dieser Familie identifizierte Proteine sowohl heterolog als 

auch endogen exprimiert als CaCCs beschrieben. Ano1 ist wichtig für die Sekretion im 

gastrointestinalen Epithel und im Bronchialepithel sowie in Speicheldrüsen und Pankreas 

(Schreiber et al., 2010). Knock-out (KO) von Ano1 führt in Bronchien zu einem der cystischen 

Fibrose vergleichbaren Phänotyp mit Störung der Mucus-Sekretion, wobei Ano1 bei cystischer 

Fibrose überexprimiert wird und durch die relativ hohe Expression in glatten Muskelzellen sowie 

Mucus-produzierenden Zellen und die relativ niedrige Expression in Bronchialepithelzellen das 

Krankheitsbild partiell aggraviert (Hahn et al., 2018; Kunzelmann et al., 2019). Ano2 ist vor allem 

in neuronalen Geweben exprimiert und der Transduktion der Signale aus der Retina und den 

Haarzellen beteiligt. In der Retina ist an der Feinjustierung des synaptischen Potentials zur 

Verbindung zum zweiten Neuron abhängig von Ano2. Zudem gibt es Hinweise, dass Ano2 in den 

Haarzellen des Innenohrs die Sensitivität reguliert (Pifferi et al., 2012; Stöhr et al., 2009). Initial 

wurde Ano2 als Kanal in der Photorezeptorsynapse identifiziert, deren Ca2+-Signale vom 

extrazellulären Cl- abhängig sind (Pedemonte & Galietta, 2014). 

Auch wenn in heterologer Expression ein anderes Bild entstand, hat die Analyse des anderen Ca2+-

abhängigen Cl- Kanals, dem Bestrophin-1, bisher wenig robuste Daten aus der Untersuchung 

endogener Best1 Expression von RPE Zellen ergeben. Eine direkte Beteiligung des Bestrophin-1 an 

der Cl--Leitfähigkeit des RPE ist nicht eindeutig bewiesen worden. Somit stellt Ano2 ein 

vielversprechendes mögliches molekulares Korrelat für den bislang nicht identifizierten CaCC im 

RPE dar. 
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Keckeis et al., 2017: Anoctamin2 (TMEM16B) forms the Ca2+ activated Cl channel in the retinal 

pigment epithelium. Exp Eye Res, 2017.154:p.139-150. 

„Chloridkanäle (Cl Kanäle) spielen eine essentielle Rolle für das retinale Pigmentepithel (RPE). 

Sie bieten eine Plasmamembranleitfähigkeit für Cl-, die wichtig ist für den transepithelialen 

Transport und die Volumenregulation. Es konnte gezeigt werden, dass Ca2+-abhängige Cl Kanäle 

(CaCC) im RPE den Cl Transport an spezifische Bedürfnisse durch Anstieg des intrazellulären 

freien Ca2+. 

Obwohl eine Vielzahl von Cl Kanälen im RPE identifiziert wurden bleibt die molekulare Identität 

der CaCC kontrovers. Sagittalschnitte der Mausretina wurden gefärbt gegen anoctamin 2 (Ano2) 

und mittels konfokaler Mikroskopie analysiert. Membranströme von ARPE-19 Zellen und 

primärem Maus-RPE wurden in der Whole–Cell Konfiguration der Patch Clamp Technik 

gemessen. 

Die Expression von Ano2 wurde mittels Immunozytochemie analysiert, PCR und Western Blot 

und herabreguliert mittels siRNA. In der Mausretina wurde Ano2 in der basolateralen Membran 

des RPE gefunden. In primären Maus-RPE-Zellen war Ano2 überwiegend in der Zellmembran 

lokalisiert. Ano2 mRNA und Protein wurden auch in Ratten- und Primaten-RPE als auch in 

ARPE19 Zellen detektiert. Whole-Cell Ströme wurden durch Anstieg des intrazellulären freien 

Ca2+ durch ATP-Applikation ausgelöst. 

Diese Ströme konnten durch ihr Umkehrpotenzial und die Blocker-Sensitivität als Cl Ströme 

identifiziert werden. Herabregulation von Ano2 durch siRNA setzte sowohl die Ca2+ abhängige 

Chloridleitfähigkeit und Proteinexpression von Ano2 herab. Die biophysikalischen und 

pharmakologischen Eigenschaftender CaCC in ARPE-19 Zellen und primären Maus RPE-

Zellenähneln jenen in vorherigen Publikationen die RPE Zellen verschiedener Spezies 

verwendeten. Der siRNA Knock-down deutet darauf hin, dass Ano2 zur Ca2+ abhängigen 

Chloridleitfähigkeit beiträgt.“ 
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2.2 Anoctamin-4 is a bona fide Ca2+-dependent non-selective 

cation channel 
 

Schon zu den Anfängen der Patch-Clamp Untersuchungen der Ionenkanäle des RPE gab es 

Hinweise für eine Ca2+-abhängige, Fenamat-sensitive Kationenleitfähigkeit, jedoch blieb die 

Identifikationen eines molekularen Korrelats dafür bisher aus. Applikation des Ca2+-Ionophores 

Ionomycin oder von ATP führte in vitro zu einer Zunahme der Äquivalentleitfähigkeit von RPE-

Zellen (Ryan et al., 1999; Tao & Kelly, 1996). ATP als physiologischer Stimulus dient im RPE vor 

allem der Regulation der Phagozytose und des transepithelialen Cl- Transportes (Mitchell & 

Reigada, 2008). 

Anoctamine kommen als Vermittler Ca2+-abhängiger Leitfähigkeit im RPE in Frage. Anders als Ano1 

und Ano2, welche als CaCC in zahlreichen Epithelien, wie auch dem RPE (siehe 2.1) beschrieben 

wurden, gelten die anderen Anoctamine, hier vor allem 3, 4, 6, 7 und 10 (Pedemonte & Galietta, 

2014; Whitlock & Hartzell, 2017) als vorwiegend scramblierende Anoctamine. Scramblasen sind 

Enzyme, die Phospholipide der Lipiddoppelschicht von der inneren in die äußere Schicht und 

umgekehrt transportieren (Kodigepalli et al., 2015). So führt eine Mutation von Ano6 zu einer 

verminderten Thrombinbildung und somit zu einer insuffizienten Blutgerinnung. Grundlage des 

Defekts ist ein Versagen der Scramblasefunktion von Ano6, welche für die Initiierung der 

Gerinnungskaskade essentiell ist (Yang et al., 2012). Einige dieser Anoctamine, so z.B. Ano6 

besitzen zudem teilweise unspezifische Kationenkanalfunktion (Martins et al., 2011; Schreiber et 

al., 2010), die jedoch in unterschiedlichen Publikationen nicht einheitlich bestätigt wurde. Diese 

Funktion als unspezifische Kationenkanäle wurde bis dato für die Anoctamin-Familie noch nicht 

systematisch untersucht. 

Wir gehen davon aus, dass es sich bei Ano4 um einen Ca2+-abhängigen Kationenkanal handelt und 

dieser das molekulare Korrelat für den bis dato unbekannten Ca2+ -abhängigen Kationenkanal im 

RPE darstellt. 

 



34 
 
 

 

 

 

 

Reichhart et al., 2019: Anoctamin-4 is a bona fide Ca(2+)-dependent non-selective  

cation channel. Sci Rep, 2019. 9(1): p. 2257. 

„Veränderungen in der Zellfunktion treten auf aufgrund spezifischer Muster von intrazellulärem 

Ca2+, welches Ca2+-sensitive Proteine aktiviert. Die Anoctamin (TMEM) Familie hat Ca2+-

abhängige Ionenkanal-Aktivität, welche transmembranären Ionentransport und/oder Ca2+-

abhängige Phosphatidyl-Scramblase ermöglicht. Mittels Aminosäurensequenzanalyse 

kombiniert mit der Messung der Ionenkanalfunktion konnten wir die bis dato unbekannte Ano4 

Funktion als Ca2+-abhängiger nicht selektiver Kanal für monovalente Kationen eruieren; 

heterologe Ano4-Expression in HEK293-Zellen ruft Ca2+-aktivierte Leitfähigkeit mit schwacher 

Selektivität für K+>Na+>Li+. Endogen exprimierte Ca2+-abhängige Kationenkanäle im retinalen 

Pigmentepithel wurden als Ano4 identifiziert durch primäre RPE Zellen von KO-Mäusen und 

siRNA gegen Ano4. Der Austausch einer negativ geladenen Aminosäure in der mutmaßlichen 

Porenregion (AA 702-855) in eine positiv geladene (E775K) wandelt Ano4 hervorgerufene 

Ströme in Chloridkanäle um, ein Beweis für die Bedeutung für die Ionenselektivität. Die 

molekulare Identifizierung von Ano4 als Ca2+ -aktivierter Kationenkanal verbessert das 

Verständnis seiner Rolle im Ca2+-Signaling.“ 
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2.3 Prediction of functional consequences of missense mutations 

in ANO4 Gene 
 

Die Funktion des Ano4 hat bisher mangels krankheitsrelevanter Funktionsveränderungen im 

Sinne einer „Channelopathy“ wenig Beachtung gefunden. Mittels bioinformatischer Methoden ist 

es möglich, Vorhersagen über die Auswirkung von Einzelnukleotid-Polymorphismen (single-

nucleotide polymosphism, SNP), auf die Stabilität eines Proteins zu treffen. So kann schon in silico, 

also vor der Klonierung, abgeschätzt werden ob bestimmte Mutationen einen Einfluss auf die 

Funktion des Proteins haben werden oder nicht. Im Falle von Ano4 ist bekannt, dass bestimmte 

SNPs mit dem Auftreten von Erkrankungen des ZNS sowie bestimmter Drüsen – entsprechend 

dem Proteinexpressionsprofil von ANO4 - assoziiert sind (Athanasiu et al., 2010; Hendrickx et al., 

2017; Maniero et al., 2015, 2019; Sherva et al., 2020; Terracciano et al., 2010; Webb et al., 2012; 

Wittkowski et al., 2018). 

Da es derzeit noch keine Röntgenstruktur von humanem Ano4 gibt, wurde ein Homologie-Modell, 

basierend auf dem murinen Ano4 erstellt. Die Sequenzhomologie von 54% stellt eine solide Basis 

für eine verlässliche Vorhersage dar (Agrahari et al., 2018; Agrahari, Doss, et al., 2019; Agrahari, 

Krishna Priya, et al., 2019; Agrahari, Pieroni, et al., 2019). Mittels verschiedener Algorithmen zur 

Vorhersage der Auswirkung eines Einzelnukleotid-Austausches auf die Proteinstruktur wurden die 

4 häufigsten potentiell instabilen Polymorphismen identifiziert und dem Homologie-Modell 

zugeordnet. Diese befanden sich allesamt im evolutionär hoch konservierten Teil von ANO4. 

Mittels Molekularer Dynamiksimulation (MDS) wurde errechnet, wie sich diese „Missense“ 

Mutationen auf die Stabilität des mutanten ANO4-Proteins auswirken. Hierzu wurden mehrere 

Parameter wie root mean square deviation (RMSD), root mean square fluctuation (RMSF), radius 

of gyration (RG), solvent-accessible surface area (SASA) und Wasserstoffbrückenbindungen 

bestimmt. Hierbei zeigten vor allem 2 der 4 untersuchten Mutationen signifikant erhöhte Werte 

für die RMSD im Vergleich zu wildtypischem ANO4, was auf eine verringerte Stabilität des 

jeweiligen Proteins hinweist. Dies kann zu einer Beeinträchtigung der Funktion des Proteins 
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führen. Es konnte durch die in silico Untersuchung die Tür zu einer möglichen pathologischen 

Funktion RPE aufgeschlagen werden. 

Reichhart et al., 2021: Prediction of functional consequences of missense mutations in the ANO4 

gene. Int J Mol Sci. 2021 Mar 8;22(5):2732. 

„Die Anoctamin (TMEM16) Familie der Transmembanproteine besteht bei Wirbeltieren aus 10 

Mitgliedern, die als Ca2+ abhängige Ionenkanäle und /oder Ca2+-abhängige Scramblasen agieren. 

ANO4, welches primär im ZNS und bestimmten endokrinen Drüsen exprimiert wird, wurde mit 

verschiedenen neuronalen Erkrankungen assoziiert. Deshalb konzentrierten wir unsere Studie 

priorisierend auf Missense-Mutationen, von denen angenommen wird, dass sie die Struktur und 

Stabilität des ANO4 Proteins ändern. Wir verwendeten ein weites Spektrum von Evolutions-

basierten und strukturbasierten Vorhersagemethoden um potentiell zerstörerische Missense-

Mutationen im ANO4 Gen zu identifizieren. Identifizierte pathogene Mutationen wurden dann in 

der modellierten humanen ANO4 Struktur abgebildet und die Effekte der Missense-Mutationen 

wurden auf atomarem Niveau mittels Simulation molekularer Dynamik untersucht. Unsere 

Daten zeigen, dass die G80A und A500T Mutationen signifikant die Stabilität der mutierten 

Proteine verändern und so eine neue Perspektive für die Rolle von Missense- Mutationen im 

Ano4 Gen bieten. Die Ergebnisse dieser Studie werden vielleicht helfen, Krankheits-assoziierte 

Mutationen zu identifizieren die die ANO4 Protein-Struktur und –Funktion betreffen und die 

zukünftige funktionelle Charakterisierung von ANO4 erleichtern.“ 
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2.4 Regulation of surface expression of TRPV2 channels in the 

retinal pigment epithelium 
 

Wie schon einleitend kurz angesprochen sezerniert das RPE eine große Zahl an 

Wachstumsfaktoren sowohl apikal in Richtung Photorezeptoren als auch basolateral in Richtung 

Chorioidea. 

Der Prozess der Sekretion in epithelialen Zellen besteht aus der regulierten Produktion des 

Sekrets, dessen Transport zur Plasmamembran, eventuelles Anlegen von sekretorischen 

Vorratsspeichern sowie der Freisetzung des zu sezernierenden Stoffes (Burgoyne & Morgan, 

2003). Ca2+ dient der Genregulation, steuert den Transport und ist Trigger für die Freisetzung 

(Anantharam & Kreutzberger, 2019; Karlstad et al., 2012). Der Anstieg des intrazellulären Ca2+ 

kann sowohl durch vermehrten Einstrom von Ca2+ in die Zellen geschehen, als auch durch die 

Entleerung intrazellulärer Ca2+-Speicher (Karlstad et al., 2012; Reichhart & Strauss, 2014). 

Als molekulare Korrelate für die Ca2+-Kanäle in RPE-Zellen kommen Transient receptor potential 

(TRP) Kanäle in Frage. Aus der Familie der TRP-Kanäle konnten bislang TRPC1, TRPC4 sowie TRPV1-

6 im RPE nachgewiesen werden (Cordeiro et al., 2010; Kennedy et al., 2010; Wimmers et al., 2007). 

TRPC1 und 4 tragen zum basalen Ca2+-Einstrom bei, welcher essentiell ist für die 

Aufrechterhaltung der vielfältigen Ca2+- abhängigen Funktionen des RPE. Die TRPV1-4 gehören zu 

den sog. thermo TRPs, thermosensitiven Kationenkanälen, welche durch unterschiedliche 

Temperaturen aktiviert werden können (Vay et al., 2012). Durch den generellen multimodalen 

Aktivierungsmodus aller TRP-Kanäle muss sich die Hauptfunktion der TRPV-Kanäle nicht auf deren 

Temperaturabhängigkeit beschränken. 

TRPV2-Kanäle, sind Kationenkanäle, die klassischerweise durch Temperaturanstiege über 52°C 

aktiviert werden; allerdings existieren auch hitzeunabhängige alternative 

Aktivierungsmechanismen wie osmotischer Stress, mechanische Reize (Caterina et al., 1999; 

Muraki et al., 2003), sowie intrazelluläre Aktivierungsmechanismen via G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren. Cannabidiol (CBD) (Barro-Soria et al., 2012; Qin et al., 2008) und IGF-1 (Cordeiro et 

al., 2010; Kanzaki, Nagasawa, et al., 1999), sind hier wichtige Agonisten. 
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Cordeiro et al. konnten u.a. in RPE-Zellen zeigen, dass TRPV2 exprimiert wird und eine kurzzeitige 

nur wenige Sekunden dauernde Temperaturerhöhung auf 56°C oder die Gabe von IGF-1 zu einem 

Anstieg der VEGF-A-Sekretion führen (Cordeiro et al., 2010). 

In diesem Manuskript sollte genauer analysiert werden, wie TRPV2 durch IGF-1 bzw. CBD reguliert 

wird, wobei ein Fokus auf direkter Beeinflussung der Kanalaktivität und möglicher Translokation 

des TRPV2 Kanalproteins an die Zelloberfläche lag. 

Reichhart, Keckeis, et al., 2015: Regulation of surface expression of TRPV2 channels in the 

retinal pigment epithelium. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol, 2015. 253(6): p. 865-74 

„Zweck: Das retinale Pigmentepithel (RPE) interagiert mit den Photorezeptoren bei der Erfüllung 

von Aufgaben der visuellen Funktion. Da ein Verständnis der RPE Funktion essentiell für das 

Verstehen der Patho-Mechanismen die in den Visusverlust involviert sind, haben wir die 

Regulation von Vanilloid- Rezeptor Subtyp Transient Receptor Potential TRPV2 Kanälen, die 

insulin like growth factor (IGF-1) induzierte vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) 

Sekretion triggern, untersucht. 

Methoden: Immunhistochemie wurde verwendet um TRPV2 Expression in Retinaschnitten oder 

ARPE19-Zellen untersucht und die Oberflächenexpression von TRPV2 wurde mittels konfokaler 

Mikroskopie quantifiziert. Membranströme von ARPE-19 Zellen wurden aufgenommen in der 

Whole-Cell Konfiguration der Patch-Clamp-Technik. 

Ergebnisse: TRPV2 Expression wurde im RPE der Mäuseretina und in ARPE-19 Zellen detektiert. 

Ein Temperaturanstieg auf 45°C aktiviert eine Membranleitfähigkeit die empfindlich reagiert auf 

SKF-96365 und Ruthenium Rot in 60% der Zellen. Präinkubation mit Cannabidiol (CBD) oder IGF-

1 führte zu einem 3- oder 4-fachen Anstieg der Stromdichte in allen Zellen; dieser Anstieg wurde 

durch SKF-96365 blockiert. Im Gegensatz zu IGF-1 konnte die Membranleitfähigkeit nach CBD-

Stimulation durch Hitze noch weiter gesteigert werden. TRPV2-Oberflächenexpression wurde 

sowohl durch IGF-1 als auch CBD gesteigert, wobei der Anstieg durch CBD zweimal so groß war 

wie bei IGF-1. Der Phosphatidylinositol 3-Kinase- (PI3K) Inhibitor LY294002 egalisierte die Effekte 

auf die Membranleitfähigkeit und die Oberflächenexpression. 
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Schlussfolgerung: CBD und IGF-1 erhöhen die TRPV2 Kanalaktivität durch spezifische Anteile von 

Kanalaktivierung und PI3K-abhängiger Oberflächenexpression: IGF-1 steigert vorrangig die 

Ionenkanalaktivität, wohingegen CBD mehr die TRPV2 Oberflächenexpression erhöht. Also ist 

die differentielle Regulation der TRPV2 Oberflächenexpression ein wichtiger Mechanismus, um 

die Reagibilität des RPE auf Wachstumsfaktoren zu modulieren.“ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 
 
 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1007/s00417-014-2917-7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1007/s00417-014-2917-7


64 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



70 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



72 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



73 
 
 

 

 

 

 

2.5 Rab27a GTPase modulates L-type CaV1.3 channel function via 

interaction with the II-III linker of CaV1.3 subunit 
 

Wie bereits einleitend beschrieben, kommt dem neuroendokrinen Ca2+-Kanal im RPE eine 

Schlüsselrolle im Sekretionsprozess verschiedener Wachstumsfaktoren wie VEGF-A zu. Als 

möglicher Interaktionspartner des L-Typ-Ca2+-Kanals im RPE könnte Rab27a so die 

Sekretionsfunktion des RPE modulieren (Futter et al., 2004). Rab27a co-lokalisiert mit der 

porenbildenden Einheit des L-Typ-Ca2+-Kanals in der basolateralen Membran des RPE von 

Mäusen. Eine Unterdrückung der Aktivitätssteuerung von Rab27a durch Mutationen im Rab-

Escortprotein-1 (REP) führt zu Fehlbildungen der Chorioidea (Chorioderemie), was 

möglicherweise durch eine verminderte Sekretion von VEGF-A zurückzuführen ist. Somit war das 

Ziel der Studie herauszufinden, ob bzw. wie Rab27a die Funktion von L-Typ-Ca2+-Kanälen und in 

einem zweiten Schritt die VEGF-A Sekretion des RPE beeinflusst.  

Reichhart, Markowski, et al., 2015: Rab27a GTPase modulates L-type Ca2+ channel function via 

interaction with the II-III linker of CaV1.3 subunit. Cell Signal, 2015. 27(11): p. 2231-40 

„In einer Vielzahl von Zellen benötigen die sekretorischen Prozesse die Aktivierung von Rab27a 

und L-Typ Kanälen des CaV1.3-Subtyps. Im retinalen Pigmentepithel (RPE) regulieren Rab27a und 

CaV1.3 Kanäle die Sekretion von Wachstumsfaktoren an der basolateralen Seite. Die Analyse von 

Retinaschnitten der Maus ergab eine Ko-Lokalisation von Rab27a und CaV1.3 an der 

basolateralen Membran des RPE. Heterolog exprimierte CaV1.3/β3/α2d Kanäle zeigten eine 

Verschiebung der Spannungsabhängigkeit zu negativeren Potentialen und um 70% verminderte 

Stromdichte bei Ko-Expression mit Rab27a.Die Ko-Lokalisationsanalyse mit α5β1-integrin als 

Plasmamembranmarker zeigte, dass Rab27a-Ko-Expression die Oberflächenexpression von 

CaV1.3 nur um 10% reduzierte. Die Bindung von heterolog exprimiertem Rab27a mit CaV1.3 

Kanälen wurde mittels Ko-Lokalisation und Co-Immunopräzipitation gezeigt, die nach Deletion 

einer MyRip-homologen Aminosäure-Sequenz im Bereich der II-III Verbindung der CaV1.3 

Untereinheit aufgehoben war. Rab27a Überexpression in ARPE19-Zellen verschob die 

Spannungsabhängigkeit zu positiveren Potentialen, verminderte die Stromdichte endogener 
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CaV1.3 Kanäle und reduzierte die VEGF-A Sekretion. Wir zeigen den ersten Nachweis einer 

direkten funktionellen Modulation einer eines Ionenkanals durch Rab27a, was auf einen neuen 

Mechanismus der Rab- und Ionenkanal-Interaktion bei der Kontrolle der VEGF-A Sekretion im 

RPE hinweist.“ 
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2.6 Inhibition of Placenta Growth Factor Reduces Subretinal 

Mononuclear Phagocyte Accumulation in Choroidal 

Neovascularization. 
 

Die Funktionen des RPE bedingen das Immunprivileg der Retina. Dies geschieht nicht nur passiv 

aufgrund der Barrierefunktion, sondern auch aktiv durch die Sekretion immunmodulierender 

Faktoren (Streilein, 2003; Streilein et al., 2002). 

Physiologisch als auch pathophysiologisch ist die Sekretion von VEGF-A von besonderer 

Wichtigkeit. Die Aktivität der VEGF-Sekretion und somit die Konzentration von VEGF-A im RPE-

Chorioidea-Komplex ist essenziell für das Entstehen und die Reifung retinaler Gefäße während der 

Entwicklung (Ferrara, 2009). Im gesunden Auge ermöglicht VEGF-A über parakrine Stimulation die 

Aufrechterhaltung der Integrität des RPE-Chorioidea Komplexes und die der Fenestrierung der 

Kapillaren in der Chorioidea (Blaauwgeers et al., 1999). Des Weiteren ist VEGF-A jedoch bei 

verschiedenen okulären Pathologien, welche mit retinalen Neovaskularisationen einhergehen, 

von Bedeutung, wie zum Beispiel bei der feuchten Form der AMD oder bei der proliferativen 

diabetischen Retinopathie (Witmer et al., 2003). 

Placenta Growth Factor (PGF) ist ein Faktor welcher Angiogenese und Immunmodulation 

verbindet. PGF ist ähnlich wie VEGF-A ein Wachstumsfaktor, welcher vom RPE sezerniert wird 

(Klettner et al., 2015). Im Gegensatz zu VEGF-A welches über die Aktivierung der Rezeptoren 

VEGFR1 und VEGFR2 wirkt, bindet PGF ausschließlich an VEGFR1 (Claesson-Welsh, 2016). Die 

VEGFR2 Expression beschränkt sich im physiologischen Kontext vorwiegend auf Endothelzellen, 

während VEGFR1 auch auf Müllerzellen, Ganglienzellen, Perizyten, RPE Zellen und Immunzellen 

exprimiert wird (Cai et al., 2012; Huang et al., 2013; Stewart et al., 2011). Unter den Immunzellen 

spielen in der erkrankten Retina vor allem mononukleäre Phagozyten (MP), residente Mikroglia 

und systemische Monozyten, welche unter pathologischen Bedingungen einwandern, eine 

wichtige Rolle.   

Die Rolle der VEGF-A-VEGFR2-Interaktion durch die direkte Wirkung auf Gefäßendothelien für die 

Entstehung der Neovaskularisation gilt als etabliert und wird erfolgreich mittels der anti-VEGF-A 
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Therapie klinisch bei feuchter AMD verwendet wohingegen über die Bedeutung von PGF und 

VEGFR1 bei der AMD weit weniger bekannt ist. Fallstudien zeigen, dass die kombinierte anti-VEGF-

A und anti-PGF Therapie bei Patienten, welche unter anti-VEGF-A Therapie-refraktär sind bzw. bei 

denen es zu einem sekundären Therapieversagen kommt, effektiv ist (Azuma et al., 2018; Cho et 

al., 2013; Fassnacht-Riederle et al., 2014; Fujii et al., 2014; Grewal et al., 2014; Kawashima et al., 

2015; Messenger et al., 2014; Michalewski et al., 2014; Patel et al., 2013; Pinheiro-Costa et al., 

2015; Ricci et al., 2017; Spooner et al., 2017; Unsal & Cubuk, 2018; Wykoff et al., 2014; Yonekawa 

et al., 2013). Eine mögliche Erklärung dafür besteht in der Wirkung der PGF-vermittelten VEGFR1 

Aktivierung auf das Immunsystem, das für die Pathogenese der AMD unumstritten ist (Copland et 

al., 2018; Guillonneau et al., 2017). Mittels VEGFR1 Neutralisation bzw. PGF KO-Mäusen konnte 

Rakic et al zeigen, dass im Modell der Laser-induzierten CNV PGF essenziell für die Ausbildung von 

Neovaskularisation ist (Rakic et al., 2003). 

Um die zellulären Mechanismen der Interaktion zwischen PGF und den MP zu untersuchen 

wurden MacGreen Mäuse verwendet, in welchen alle myeloischen Zellen (CSF1R positiv) GFP 

exprimieren und so mittels Bildgebung leicht identifiziert werden können.  

Crespo-Garcia et al., 2017: Inhibition of Placenta Growth Factor Reduces Subretinal 

Mononuclear Phagocyte Accumulation in Choroidal Neovascularization. Invest Ophthalmol Vis 

Sci, 2017. 58(12): p. 4997-5006. 

„Zweck: Die zelluläre Immunantwort vermittelt durch mononukleäre Phagozyten (MPs) ist 

entscheidend für das Fortschreiten der chorioidalen Neovaskularisation (CNV). Fallberichte 

zeigen, dass ein Wechsel von einer reinen anti vascular endothelial growth factor (VEGF-A) 

intravitrealen Behandlung zu Aflibercept, einem Medikament mit kombinierter anti-VEGF-A und 

anti-placental growth factor (PlGF) Aktivität für Patienten die nicht auf anti-VEGF-A Behandlung 

allein reagieren, vorteilhaft sein kann. Da MPs VEGFR1 besitzen verfolgen wir die Hypothese, 

dass das Zusammenspiel von PlGF/vascular endothelial growth factor 1 (VEGFR1) in 

Immunzellen eine zentrale Rolle für die CNV spielt  

Methoden: CNV wurde induziert mittels Laser und Immunzellen und Neovaskularisation wurden 

in vivo und ex vivo analysiert. Immunhistochemie wurde zur Proteinexpression verwendet. 
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Differentielle Expression angiogener Faktoren und Polarisationsmarker der Makrophagen 

wurden durch quantitative PCR (qPCR) analysiert. Ein Tag nach Laserintervention wurde 

Aflibercept oder anti-PlGF intravitreal injiziert. 

Ergebnisse: In der frühen entzündlichen Phase nach Laser war PlGF aber nicht VEGF-A signifikant 

hochreguliert. VEGF-A-Hochregulation ist beschränkt auf die Narbe, wohingegen PlGF eine 

diffuse Verteilung zeigt. M1 (pro-inflammatorische) Makrophagenmarker waren hochreguliert in 

der frühen Phase der CNV. M2 (pro-angiogene) Marker zeigten inkonsistentere Dynamik. Wie 

zeigten, dass sowohl Aflibercept und anti-PGF Behandlungen vermindern die Gesamtheit der 

aktivierten subretinalen MPs und besonders derer, die PlGF exprimieren. Diese Daten 

korrelieren mit einer Reduktion der Leckage bei der CNV. Aflibercept zeigte eine stärkere 

Verminderung beider Parameter. 

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse weißen auf ein Zusammenspiel zwischen PlGF/VEGFR1 und 

MPs, welches wichtig ist in der Frühphase der CNV. Eine kombinierte Blockade von VEGF-A und 

PlGF ist einer spezifischen anti-PlGF Behandlung in Bezug auf die Rekrutierung von subretinalen 

MPs überlegen.“ 

Somit konnte gezeigt werden, dass vor allem in der frühen Phase der chorioidalen 

Neovaskularisation das Zusammenspiel von PGF und dessen Rezeptor VEGFR1 mit den MP eine 

wichtige Rolle für die Pathologie spielt. Da das RPE mit seiner VEGF-A Sekretion in dieses Szenario 

eingreifen kann, belegt diese Studie die translationale Relevanz der Untersuchungen zur 

Steuerung der Sekretion durch das RPE. 
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3 DISKUSSION 

3.1 Das RPE als aktive Barriere: ionale Mechanismen der 

Sekretionssteuerung 
 

VEGF-A ist nicht nur ein Faktor der Angiogenese, er ist auch Bestandteil der Koordination der bei 

einer Verletzung notwendigen Immunreaktionen. Das heißt, auch die Kontrolle der VEGF-A 

Sekretion durch das RPE ist ein Bestandteil der Erhaltung des Immunprivilegs der Netzhaut. Die 

unter 2.1-2.5 beschriebenen Publikationen erweitern das Bild der Ca2+-abhängigen Mechanismen, 

die die VEGF-A Sekretion steuern. Die Publikation 2.6 zeigt, wie das VEGF-Signalsystem über die 

Stimulation der VEGF Rezeptoren VEGFR1 und VEGFR2 Neovaskularisation und damit verbundene 

Entzündungsprozesse in der äußeren Netzhaut koordiniert. 

Ca2+-Signaling als Basis:  In bisherigen Studien sind die Ca2+-leitenden Kanäle CaV1.3 und TRPV2 

als hauptsächliche Mediatoren für die VEGF-A Sekretion im RPE identifiziert worden. Diese 

Beobachtung diente als Basis für die vorliegenden Studien des Modells des Ca2+-Signalings im RPE 

und wie dieses zu einer vermehrten VEGF-A Sekretion bei der neovaskulären Form der AMD 

beiträgt (Reichhart & Strauss, 2014; Wimmers et al., 2007). Zwei wesentliche Mechanismen 

konnten hier neu zum Verständnis dieser Prozesse hinzugefügt werden: die Rolle der Anoctamine 

im RPE und die Regulation der Oberflächen-Expression von CaV1.3 sowie TRPV2. Mit der 

molekularen und funktionellen Charakterisierung des Kanalproteins TRPV2 konnte eine wichtige 

Determinante der sekretorischen Aktivität des RPE näher erforscht werden, welche direkt über 

den Ca2+-Einstrom in die Zelle die Sekretion erhöht. IGF-1-Rezeptoren werden vom RPE exprimiert 

(Moriarty et al., 1994; Rosenthal et al., 2004; Waldbillig et al., 1991) und tragen in bislang 

unverstandener Weise zu einer vermehrten Expression/ Sekretion von VEGF-A bei. RPE Zellen aus 

neovaskulären Membranen des Menschen zeigen eine erhöhte Aktivität der L-Typ Kanäle, 

einhergehend mit einer erhöhten VEGF-A Sekretion (Rosenthal et al., 2007). Dies belegt die Rolle 

der L-Typ Kanäle für die Sekretionsleistung des RPE nachhaltig. Bezüglich der Rolle von TRPV2 bei 

der Sekretion von VEGF-A durch das RPE ist noch nicht viel bekannt. 
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Aktivierung von TRPV2: Cordeiro et al haben die Aktivierung des TRPV2 durch kurzzeitige 

Temperaturerhöhung auf Werte über 52° C beschrieben und konnten aber im Patch-Clamp 

Experiment auch schon Stromerhöhungen durch TRPV2 mit Temperaturpulsen von 42°C messen 

(Cordeiro et al., 2010). Parver zeigte am isolierten Katzenauge, dass das RPE schon bei 

schwachen Lichtreizen in Temperaturbereiche von 40° C vorstößt, weswegen eine 

physiologische TRPV2 Stimulation möglich wäre (Parver, 1991). Noxische Temperaturen über 

52°C, der Aktivierungsschwelle von TRPV2 treten im Auge allerhöchstens bei 

Laserinterventionen auf. Diese Therapieform kommt bei retinalen Blutungen bei proliferativer 

diabetischer Retinopathie und exsudativer AMD oder aber bei Netzhautforamina zum Einsatz. 

Dabei nutzt man die anschließende Vernarbung des Gewebes nach thermischer Schädigung, um 

eine Netzhautablösung zu verhindern. Als möglicher positiver Effekt könnte TRPV2 über die 

Stimulation der Sekretion durch das RPE maßgeblich zur anschließenden Wundheilung 

beitragen. Die Tatsache, dass man auf neovaskulären Membranen von AMD-Patienten vermehrt 

IGF-1 nachweisen konnte (Lambooij et al., 2003; Rosenthal et al., 2004) und in vitro durch IGF-1 

auch eine vermehrte Sekretion von VEGF-A sowie ein langanhaltenden Anstieg der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration bei den Zellen aus den CNV-Membranen auftrat, legt nahe, 

dass die Wirkung von TRPV2 auf die Sekretion hier durch IGF-1 und seine Wirkung auf die 

direkte Aktivität und die Membranlokalisation von TRPV2 potenziert wurde, was einen bislang 

unbeachteten möglichen  Aggravationsmechanismus bei Fortschreiten der CNV bei AMD 

darstellt. 

3.1.1 Die Anoctamine       
 

Die hier zusammengefassten Arbeiten beschreiben die Expression der Anoctamine Ano2 und 

Ano4, darüber hinaus wurde die Funktion des Ano4 zum ersten Mal schlüssig geklärt. Da generell 

noch nicht viel über das Ano4 bekannt ist, konnte eine in silico Arbeit eine Vorhersage zur 

Krankheitsbeteiligung des Ano4 machen und damit die Tür aufstoßen, um die potenziell 

pathologische Rolle des Ano4 zu definieren. 
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3.1.1.1 Anoctamin 2 (Ano2) 
 

Ano2 oder ursprünglich TMEM16B wurde zuerst im Zusammenhang mit Photorezeptor-

relevanten Genen identifiziert. Hier konnte gezeigt werden, dass Ano2 ein Protein in der 

Photorezeptorsynapse ist und in das Proteinnetzwerk zur Steuerung der Glutamatsekretion 

eingebunden ist. Ferner konnte Ano2 als Ca2+-abhängiger Cl--Kanal identifiziert werden (Stöhr et 

al., 2009). Da die Amplitude der Ca2+-Signale, die die Glutamatfreisetzung in der 

Photorezeptorsynapse steuern, von der Konzentration des extrazellulären Cl- abhängig ist, wurde 

die Funktion des Ano2 zunächst in der Feinsteuerung von Ca2+-Signalen verortet. Hierbei 

determiniert das Gleichgewichtspotential für Cl- die treibenden Kräfte für einen Ca2+-Einstrom und 

damit möglicherweise dann auch die Stärke der Glutamatfreisetzung (Thoreson et al., 2003; 

Thoreson & Bryson, 2004), letzteres konnte allerdings noch nicht eindeutig experimentell 

nachgewiesen werden. 

In der Arbeit 2.1 konnte die funktionelle Expression von Ano2 im RPE dargestellt werden. In dieser 

Arbeit konnten wir durch Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Ströme mittels externer ATP-

Stimulation Ca2+-abhängige Cl--Ströme in der humane RPE Zelllinie ARPE-19 sowie in primären RPE 

Zellen aus Mäusen aktivieren. Diese waren durch den breit wirksamen Cl--Kanalblocker DIDS sowie 

den spezifischen CaCC-Blocker CaCCinh-A01 hemmbar. Expression von siRNA gegen Ano2 führte 

zu Reduktion dieser Ströme in ARPE-19 Zellen. Die Ströme ähneln sehr den bereits in der Literatur 

für RPE Zellen beschriebenen CaCC-Ströme. Neben der verzögerten Auswärtsrektifizierung wie 

bei (Botchkin & Matthews, 1993; Hartzell & Qu, 2003; Ueda & Steinberg, 1994; Wollmann et al., 

2006) beschrieben, war auch die Blockierung durch DIDS, schon in der Literatur unter anderem 

bei (Botchkin & Matthews, 1993; Hartzell & Qu, 2003; Strauss et al., 1996, 1999; Ueda & Steinberg, 

1994; Wollmann et al., 2006) nachweisbar. Die in Studie 2.1 beschriebene ATP-abhängige 

Aktivierung der Cl--Leitfähigkeit konnte bereits direkt in Patch Clamp Messungen an RPE-Zellen 

aber auch indirekt über die Messung der transepithelialen Transportaktivität der RPE-Zellen für 

die CaCCs gezeigt werden (Edelman & Miller, 1991; Joseph & Miller, 1991; Leipziger, 2003; 

Peterson et al., 1997). Zudem konnte Ano2 mittels Immunhistochemie in der basolateralen 

Membran des RPE lokalisiert werden. Somit ist davon auszugehen, dass Ano2 für einen Teil der 
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Ca2+-abhängigen Cl--Leitfähigkeit verantwortlich ist und durch Erhöhung des freien zytosolischen 

Ca2+ als Second-Messenger die Transportleistung des RPE an metabolische Bedürfnisse der 

Netzhaut anpassen kann. 

3.1.1.2 Anoctamin 4 (Ano4) 
 

Innerhalb der 10 Mitglieder zählenden Familie der Anoctamine ist die Funktion von nur wenigen 

Mitgliedern der Familie gezeigt worden (Benarroch, 2017; Kunzelmann et al., 2012; Pedemonte & 

Galietta, 2014). Ano1 und Ano2 sind als Ca2+-abhängige Cl--Kanäle sowie als Scramblasen 

beschrieben worden. Ano6 kann als Ca2+-abhängiger nicht-selektiver Kanal für monovalente 

Kationen beschrieben werden (Kunzelmann et al., 2014; Martins et al., 2011), wobei die Daten in 

der Literatur nicht eindeutig sind. Allerdings übt Ano6 jedoch vor allem seine Funktion als 

Scramblase aus. Mutationen in Ano6 sind mit dem Verlust der Gerinnungsfähigkeit beim Scott’s 

Syndrom assoziiert, wobei hier der Verlust der Scramblase-Funktion die entscheidende Rolle spielt 

(Millington-Burgess & Harper, 2020; Yang et al., 2012). Die Klärung der Funktion weiterer 

Anoctamine könnte weitere neue Erkenntnisse zu Erkrankungen erbringen. Da Ano4 im RPE 

exprimiert ist, wurde eine eingehende Funktionsanalyse des Ano4 mittels heterologer Expression, 

site-directed Mutagenese und Patch Clamp Experimente an nativem RPE von Ano4-KO-Tieren in 

Arbeit 2.2 durchgeführt und die Funktion des Ano4 als Ca2+-abhängiger nicht-selektiver Kanal für 

monovalente Kationen bewiesen. Diese Funktion könnte eine Lücke im Verständnis der Ca2+-

abhängigen Regulation der RPE-Funktionen schließen. 

Bislang konnte der lange bekannten nicht-selektiven Kationenleitfähigkeit im RPE kein 

bestimmtes Kanalprotein zugeordnet werden (Ryan et al., 1999; Tao & Kelly, 1996). Die 

beschriebene Fenamatsensitivität sowie die Zunahme der Leitfähigkeit durch ATP-Gabe 

identifizieren Ano4 als das entsprechende Protein. Seine Aktivierung durch ATP bestätigt ferner 

seine Rolle in der Regulation des Ca2+-Signaling im RPE. 

Das Interesse an der Funktion von Ionenkanälen rückt vor allem bei deren Beteiligung an 

Pathologien für Erkrankungen, den Channelopathien, in den Vordergrund. Ob Ano4 durch 

Mutationen bei der Entstehung vererbter Erkrankungen eine Rolle spielen kann, wurde eine in 
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silico Analyse der Mutationsanfälligkeit und destabilisierender Effekte solcher Mutationen in 

Studie 2.3 durchgeführt. Die beiden Mutationen G80A sowie A500T, welche in silico mittels 

verschiedener Algorithmen sowie mittels MDS als strukturell instabiler als wildtypisches ANO4 

identifiziert wurden, sollten kloniert und heterolog exprimiert werden. Es ist spekulativ, ob und 

wie sich der jeweilige Einzelnukleotidaustasch auf die Stabilität und somit auch auf die Funktion 

von Ano4 auswirkt. Es besteht die Möglichkeit, dass sich durch den Polymorphismus in vitro keine 

Veränderung der Struktur bzw. Funktion von ANO4 ergibt, allerdings weisen die in silico 

Vorhersagen der Instabilität durchaus eine relevante Verlässlichkeit auf (Agrahari et al., 2018; 

Agrahari, Doss, et al., 2019; Agrahari, Krishna Priya, et al., 2019; Agrahari, Pieroni, et al., 2019). 

Bzgl. der sich ergebenden Veränderungen sind verschiedene Szenarien möglich. Es ist möglich, 

dass das Protein degradiert wird und somit fehlt, es kann schneller abgebaut werden oder der 

intrazelluläre Transport kann betroffen sein. So könnte es im Fall von ANO4, welches ein 

unspezifischer Kationenkanal ist, zu einer verminderten Oberflächenexpression kommen und so 

bei den Patch Clamp Messungen in der Whole-cell Konfiguration in einer verminderten 

Stromdichte resultieren. Dies konnte für die trunkierte Mutante ano4del1-1150GFP gezeigt 

werden (Reichhart et al., 2019). Des Weiteren ist eine direkte Funktionsveränderung, z.B im Sinne 

einer verminderten Stromdichte des Kanals oder einer Veränderung der Ionenselektivität, 

möglich. Da die Pore der Anoctamine im Bereich der 3.-8. α-Helix liegt (Paulino et al., 2017), 

könnte A500T hier Auswirkungen haben. Die Studie stützt somit auch weitere Vermutungen an 

der Beteiligung von Ano4 an verschiedenen Erkrankungen (Athanasiu et al., 2010; Hendrickx et 

al., 2017; Sherva et al., 2020; Terracciano et al., 2010; Webb et al., 2012). 

 

 

3.1.1.3 Ano2 und Ano4 im Ca2+-Signaling 
 

Das zeitliche und räumliche Verhalten eines Ca2+-Signals kodiert seinen spezifisch regulatorischen 

Effekt auf die Zellfunktion. Wie im Modell des Ca2+-Signalings beschrieben, bewirken Ca2+-

abhängige Ionenkanäle eine Feinsteuerung des Ca2+-Signals, indem sie die treibenden Kräfte für 
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einen Ca2+-Einstrom durch Ca2+-leitende Ionenkanäle steuern oder die Aktivität 

potentialabhängiger Ca2+-Kanäle begrenzen oder erhöhen. Beide Effekte erfolgen durch die 

Steuerung des Membranpotentials (Berridge et al., 2000). 

Ano2 ist schon im Kontext des Ca2+-Signalings der Photorezeptorsynapse als möglicher Modulator 

identifiziert worden (Stöhr et al., 2009).  Im RPE sehen wir die Expression des nahen CaV1.4-

Verwandten CaV1.3 und Ano2 wodurch eine analoge direkte Interaktion zwischen Ano2 und 

CaV1.3 wie in der Photorezeptorsynapse anzunehmen ist. Da im Gegensatz zur 

Photorezeptorsynapse RPE Zellen sehr hohe intrazelluläre Cl--Konzentrationen aufweisen 

(Wiederholt & Zadunaisky, 1984), können wir nicht von einer begrenzenden sondern sogar 

aktivitätssteigernden Funktion der Parallelaktivierung von Ano2 und CaV1.3 ausgehen. 

Depolarisation aktiviert CaV1.3, das einströmende Ca2+ Ano2, was wiederum die Depolarisation 

verstärkt und damit die CaV1.3 Aktivität. Begrenzend für diesen Effekt dürft eine weitere 

Parallelaktivierung des BK-Kanals sein, der zur Hyperpolarisation führt, eine direkte Koppelung 

von CaV1.3 und BK ist nachgewiesen worden (Wimmers et al., 2008). Da Ano4 ähnlich wie Ano2 

zur Zelldepolarisation führt ist, die Wirkung auf den CaV1.3 entsprechend gleichgerichtet. 

Im Falle der Beteiligung des TRPV2, der nicht potentialabhängig ist, würde die Parallelaktivierung 

von Ano2 und Ano4 den Ca2+-Einstrom durch TRPV2 reduzieren, da die Depolarisation die 

treibende elektrische Kraft für Ca2+in die Zelle hinein vermindert. In diesem Sinne können Ano2 

und Ano4 auch den Einfluss von CaV1.3 und TRPV2 auf das zytosolische Ca2+ zu Gunsten des CaV1.3 

separieren. Sind CaV1.3 und TRPV2 zeitgleich aktiv, dann wird durch die Parallelaktivierung von 

Ano2 und Ano4 CaV1.3 den größeren Einfluss haben. Die BK-Aktivierung würden hier der 

funktionelle Antagonist sein. Da beide Kanäle, CaV1.3 und TRPV2, die VEGF-A Sekretion steuern, 

jedoch auf der Basis unterschiedlicher Agonisten, separieren Ano2/Ano4 als auch BK diese 

Pathways auf der intrazellulären Ebene (siehe Abbildung 4). 
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3.1.2 Die Oberflächenexpression von CaV1.3 und TRPV2 
 

Ionenkanäle können auf zwei Ebenen reguliert werden. Zum einen steht die direkte Aktivierung 

durch Erhöhung der Porenaktivität durch zum Beispiel Potentialänderung oder einen Co-Faktor 

wie Ca2+ oder cAMP. Diese Form sorgt für die unmittelbare Beteiligung der Ionenkanäle an der 

Zellfunktion. Zum anderen kann die Zahl der Kanalporteine in der Zellmembran reguliert werden. 

Dies begründet die generelle Reaktionsstärke, wenn diese Ionenkanäle aktiviert werden. Im Falle 

der VEGF-A regulierenden Ca2+-Kanäle bedeutet eine höhere Anzahl von Kanalproteinen eine 

stärkere Freisetzung von VEGF-A als Antwort auf einen Stimulus, also eine erhöhte 

Empfindlichkeit zur VEGF-A Produktion. 

Regulation der generellen Reaktionsstärke des RPE, TRPV2 und PI3kinase: Cordeiro et al zeigten, 

dass TRPV1-4 mRNA im RPE exprimiert wird und IGF-1 durch TRPV2 vermittelt zu einer Erhöhung 

der VEGF-A Sekretion im RPE führt. Ein Teil dieses Effekts wurde der erhöhten 

Oberflächenexpression von TRPV2 zugeschrieben (Cordeiro et al., 2010). Wie in der 

Zusammenfassung zu Publikation 2.4 geschildert kann TRPV2 durch IGF-1 und CBD sowohl direkt 

aktiviert als auch vermehrt in die Zellmembran eingebaut werden; da sowohl die direkte 

Aktivierung als auch die Translokation durch LY294002 reduziert wurden, gehen wir von einem 

PI3kinase abhängigen Mechanismus aus. Die Möglichkeit der Translokation von TRPV2 durch IGF-

1 oder CBD wurde bereits für andere Zellen gezeigt (Gailly, 2012; Hassan et al., 2014; Kanzaki, 

Zhang, et al., 1999; Nabissi et al., 2013). 

Regulation der generellen Reaktionsstärke des RPE, CaV1.3 und Rab27a: Die Regulation der 

Sekretion des RPE erfolgt nicht allein durch ionale Mechanismen. Rab-Proteine sind Teil einer 

Familie von GTPasen, welche unter anderem für den Transport sekretorischer Vesikel essentiell 

sind. So sind sie zum Beispiel bei der Sekretion von Insulin (Kimura & Niki, 2011; Veluthakal & 

Thurmond, 2021) oder bei der Immunabwehr mittels zytotoxischer T-Zellen beteiligt (Izumi et al., 

2003). 

Lange war Rab27a als Protein beschrieben, welches für die Exocytose lytischer Granula notwendig 

ist. Diese Evidenz fußte vor allem auf der Beobachtung der Immundefizienz bei Patienten mit 
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Griscelli-Syndrom (Loss of function Mutation von Rab27a) (Bahadoran et al., 2001; Ménasché et 

al., 2000) oder bei Mäusen mit einer Mutation in Rab27a, welche phänotypisch den Griscelli-

Patienten ähneln (Ashen-Mäuse) (Haddad et al., 2001; Hume et al., 2001; Stinchcombe et al., 

2001; Wilson et al., 2000; X. Wu et al., 2001). Dieser Immundefekt beruht auf der insuffizienten 

Sekretion lytischer Granula durch zytotoxische T-Lymphozyten. 

Rab27a ist auch an einer hereditären Erkrankung mit okulärer Manifestation beteiligt.  Bei der 

Chorioideremie handelt es sich um eine X-chromosomal vererbte Erkrankung, welche das RPE, 

sowie die angrenzenden Schichten Photorezeptoren bzw. Chorioidea) betrifft. Hierfür ursächlich 

ist eine Mutation des REP-1 (rab escorting protein 1, welches die Aktivierung von Rab GTPasen 

wie Rab27a mittels Geranylgeranylierung reguliert (Seabra et al., 1993, 1995). Der 

Pathomechanismus ist bislang noch nicht verstanden. Es gibt Hinweise darauf, dass es 

möglicherweise über die fehlende Rab27a Wirkung auf den Melanosomentransport zu einem 

Verlust des Schutzes vor Lichtschäden und in der Folge zu degenerativen Prozessen im RPE kommt 

(Futter et al., 2004). 

Abgesehen von dieser Rolle von Rab27a bei der Exocytose von Lysosomen scheint Rab27a auch 

bei der exokrinen und endokrinen Sekretion eine wichtige Rolle zu spielen. In Insulin-

sezernierenden Zellen des Pankreas reguliert Rab27a das Andocken der Insulingefüllten Granula 

an die Plasmamembran bei hohen Glucosespiegeln (Kasai et al., 2005; Kimura & Niki, 2011). 

Rab27a als GTPase interagiert hier, wie auch allgemein bei anderen sekretorischen Prozessen mit 

weiteren Proteinen der Rab-Familie (vor allem Rab3), Rab-interagierenden Molekülen (RIM) und 

auch anderen Proteinen wie Granuphilin (Tolmachova et al., 2004) und Myrip (El-Amraoui et al., 

2002). 

Das RPE als sezernierendes Epithel exprimiert verschiedene Rab-Proteine, darunter Rab3a und 

Rab27a (Futter et al., 2004). Aufgrund der hohen sekretorischen Aktivität des RPE, liegt eine 

mögliche Interaktion von Rab27a mit den ebenfalls im RPE exprimierten L-Typ-Ca2+-Kanälen nahe. 

Mittels Rab27a konnte in Publikation 2.5 ein Molekül als Interaktion des L-Typ-Ca2+-Kanals 

identifiziert werden, welches direkt in die sekretorische Maschinerie involviert ist und somit die 

Sekretion von Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel VEGF-A beeinflusst. Generell ergab die 
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Untersuchung der Interaktion von Rab-Proteinen mit spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen bislang 

kontroverse Ergebnisse: Rab11 führt zu einer Verminderung der Ströme durch CaV1.2 über eine 

Induktion der Endozytose dieser Kanäle (Best et al., 2011). Die Rab3 interacting molecules (RIM)1 

und 2 interagieren mit „Voltage Dependent Calcium Channels“ (VDCCs) (Gebhart et al., 2010; 

Kiyonaka et al., 2007). Gandini et al zeigten eine Verlängerung der zeitabhängigen Inaktivierung 

von VDCCs über Interaktion mit der β-Untereinheit. Während Co-expression mit der β2- oder β3-

Untereinheit zu keiner Veränderung der Stromdichte führt, nimmt bei Co-expression mit β4 die 

Stromdichte zu (Gandini et al., 2011). Wir fanden eine direkte vermindernde Wirkung von Rab27a 

Expression auf die Stromdichte des L-Typ-Ca2+-Kanals sowie eine Verschiebung der 

Spannungsabhängigkeit zu negativeren Potentialen, was die verminderte VEGF-A Sekretion in 

ARPE-19 Zellen bei Überexpression von Rab27a erklären könnte (Reichhart et al., 2015). 

Die in unserer Publikation konstatierte regulatorische Komponente von Rab27a könnte auch zu 

einer Dysregulation der Sekretion von Wachstumsfaktoren wie VEGF-A führen und so eine 

Degeneration einleiten. Dieser neue Aspekt könnte helfen, die bislang nicht verstandenen 

pathophysiologischen Grundlagen der Chorioideremie zu erforschen. 

 

3.1.3 Funktionelle Bedeutung der Anoctamine und Ca2+-Kanäle 

über die VEGF-A Sekretion hinaus 

3.1.3.1 Transepithelialer Transport von Wasser und Cl- 

 

Neben der Relevanz der Anoctamine und Ca2+-Kanäle für die Sekretion impliziert ihre Expression 

und Lokalisation auch eine Rolle für eine andere Kardinalfunktion des RPE, den gerichteten 

Transport von Cl- und (eng damit verbunden) Wasser.  Im Folgenden soll nun die mögliche Rolle 

der 3 wichtigsten Kandidaten Ano2, Ano4 und CaV1.3 für den transepithelialen Transport auf Basis 

der bestehenden Literatur und der Daten aus den Studien 2.1-5 diskutiert werden. 
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Ano2 

Wie einleitend beschrieben besteht ein aktiver Cl- Transport durch das RPE von der retinalen, 

apikalen, zur basolateralen, und treibt als Co-transport Wasser in die gleiche Richtung; dies ist 

essentiell für die Flüssigkeitshomöostase in der Retina und im RPE. Neben ClC-2 als 

spannungsabhängigen Cl--Kanal ist CFTR als cAMP- abhängiger Cl--Kanal beschrieben. Schon lange 

ist bekannt, dass bei der Anpassung des Cl--Transports an Stoffwechselprozesse Ca2+-abhängige 

Cl--Kanäle in der basolateralen Membran des RPE involviert sind, deren molekulares Korrelat blieb 

bislang nur vage: Bestrophin-1, der vielversprechendste Kandidat zeigte in verschiedenen 

Publikationen widersprüchliche Ergebnisse. Zwar konnte Bestrophin-1 als CaCC in vitro in 

heterologer Expression nachgewiesen werden (Hartzell & Qu, 2003); andere Autoren, unter 

anderem unsere Arbeitsgruppe, beschreiben Bestrophin-1 jedoch als Modulator 

spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle sowohl in heterologer Expression als auch in RPE Zellen oder 

validierten Bestrophin-1 im RPE primär in der Rolle als Regulator der Ca2+-Speicher im 

endoplasmatischen Retikulum (Gómez et al., 2013; Strauß et al., 2014). Als validestes Argument 

gegen die Theorie des Bestrophin-1 als (alleinigen) CaCC kann Evidenz aus Mausmodellen 

herangezogen werden. So wiesen Bestrophin-1-KO Mäuse eine Erhöhung des sog. light-peak (LP) 

auf, welcher indirekt ein Maß für die Cl--Leitfähigkeit der basolateralen Membran des RPE ist (L. 

Y. Marmorstein et al., 2006), wohingegen knock-in-Mäuse einen reduzierten LP aufwiesen (Zhang 

et al., 2010). 

Die Entdeckung der Anoctamine Ano1/2 als Ca2+ abhängige Cl--Kanäle in diversen anderen 

transportierenden Epithelien (Jang & Oh, 2014; Kunzelmann et al., 2012; Pedemonte & Galietta, 

2014; Rottgen et al., 2018) und die Expression von Ano2 in der basolateralen Membran des RPE 

machte die Hypothese, dass Ano2 das molekulare Korrelat des CaCC im RPE ist, plausibel. Die 

elektrophysiologischen Charakteristika in heterologer und endogener Expression in primärem 

murinen RPE fügen sich in die bestehende Evidenz zu Ca2+-abhängiger Leitfähigkeit im RPE ein; 

zusammen mit der deutlichen Verminderung dieser Cl--Leitfähigkeit durch siRNA induzierten 

knock-down der endogenen Ano2 Expression kann zumindest ein Teil der Ca2+abhängigen Cl--

Leitfähigkeit im RPE Ano2 zugeordnet werden und so eine wichtige Lücke zum Verständnis der 

Physiologie des RPE geschlossen werden. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass 
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auch noch andere, bisher unbekannte, Proteine an der Cl- Leitfähigkeit beteiligt sind. Um die Rolle 

von Ano2 besser einschätzen zu können wären Messungen der CaCC in Ano2-KO Mäusen hilfreich. 

Ano4 

Ein Großteil des transepithelialen Transports erfolgt aufgrund des Gradienten für Cl- über die 

basolaterale Membran, begleitet von einem gleichgerichteten Wassertransport durch das RPE. 

Hierzu existiert viel Literatur, welche oben bereits ausführlich diskutiert wurde. Ungleich weniger 

bekannt und erforscht ist der transepitheliale Transport von K+ und Na+. Wegen des basolateral 

negativen transepithelialen Potentials des RPE spielt der Kationentransport von apikal nach 

basolateral zwar mengenmäßig im Vergleich zum Cl--Transport eine untergeordnete Rolle, 

allerdings ist die Pufferfähigkeit des RPE für lichtinduzierte Änderungen der K+-Konzentration im 

subretinalen Raum von entscheidender Bedeutung für die Aufrechterhaltung der Erregbarkeit der 

Photorezeptoren (Dornonville de la Cour, 1993; Gallemore et al., 1997; Miller & Steinberg, 1977; 

Steinberg et al., 1983). Das Modell des transepithelialen K+-Transports könnte folgende 

Komponenten funktionell miteinander verknüpfen: die spannungsabhängigen K+-Kanäle in der 

apikalen Membran des RPE, welche durch lichtinduzierte Hyperpolarisation aktiviert werden und 

Ca2+-abhängige Kationenleitfähigkeit in der basolateralen Membran (Wimmers et al., 2007). Für 

die Ca2+-abhängige K+-Leitfähigkeit in der basolateralen Membran kam lange Zeit vor allem der 

BK-Kanal in Frage. So fanden einige Gruppen Evidenz für Ca2+-aktivierte auswärtsrektifizierende 

Ströme (Ryan et al., 1999; Sheu et al., 2004; Sheu & Wu, 2003; Tao & Kelly, 1996) welche durch 

spezifische BK-Kanal-Blocker gehemmt wurden (Sheu & Wu, 2003; Tao & Kelly, 1996). Die mRNA-

Expression von Untereinheiten des BK-Kanals im RPE konnte durch Wimmers et al. gezeigt 

werden, die Proteinexpression und vor allem die Lokalisation des Kanals ist mangels 

immunhistochemischer Evidenz nicht eindeutig geklärt (Wimmers et al., 2008). 

Hier konnte in der vorliegenden Arbeit 2.2 mit Ano4 ein sehr plausibler Kandidat für das 

molekulare Korrelat für den Transport monovalenter Kationen in der basolateralen Membran des 

RPE identifiziert werden. Neben funktionellen Parametern, die den bisherigen Daten zur Ca2+-

abhängigen Kationenleitfähigkeit entsprechen (Ryan et al., 1999; Tao & Kelly, 1996), war die  
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Lokalisation von Ano4 in Wildtyp-Mäusen in der basolateralen Membran des RPE für die 

Hypothesenbildung wegweisend. Unter Steady-State Bedingungen (d.h. unter einer stabilen 

Beleuchtung der Netzhaut) überwiegt die Wiederaufnahme von K+ über apikale Kanäle, 

wohingegen nach Gq/11-Protein Stimulation K+ größtenteils basolateral einströmt (Wimmers et 

al., 2007). Dieser Regulationsmechanismus könnte den Wassertransport durch das RPE fördern, 

insbesondere nach purinerger Stimulation. So konnten sowohl Ano2 als Ca2+-abhängiger Cl- -Kanal 

als auch Ano4 als Ca2+-abhängiger Kationenkanal durch Gabe von ATP aktiviert werden. 

CaV1.3: 

Das Elektrookulogramm (EOG) ist ein lichtbasierter Test, der Informationen über den 

Metabolismus der äußeren Netzhaut, im Wesentlichen des RPE, liefert. Der Test basiert darauf, 

dass das Auge elektrophysiologisch einen Dipol darstellt, der auf der retinalen Seit negativ 

gegenüber der kornealen Seite geladen ist. Unter Lichteinfluss verstärkt sich dieser Dipol. Als 

klinisch relevante Größe wird die Amplitude des Maximums des Lichtanstieges (Light-Peak) 

gemessen. (Constable et al., 2017). Der Light Peak (LP) im EOG (ca.7-12min nach Beginn der 

Hellphase) basiert auf der  Depolarisation der basolateralen Membran des RPE aufgrund eines 

Anstieges der Cl--Leitfähigkeit (Gallemore & Steinberg, 1989; Linsenmeier & Steinberg, 1983; 

Steinberg, 1985) und somit einen Anstieg im Cl--Transport durch das RPE in Richtung Chorioidea. 

Hinweise darauf, dass der LP von der Präsenz von L-Typ-Ca2+-Kanälen abhängig ist, lieferten Daten 

von transgenen Mausmodellen. So wiesen Mäuse denen die porenbildende Untereinheit CaV1.3 

fehlt (J. Wu et al., 2007), sowie Mäuse bei denen die auxiliäre β4-Einheit des L-Typ-Ca2+-Kanals 

funktionslos ist (L. Y. Marmorstein et al., 2006), einen verminderten LP auf. Systemische Gabe des 

Ca2+-Kanalantagonisten Nifedipin führte bei normalen Probanden ebenfalls zur Verminderung des 

LP (Constable, 2011). Eine genaue Charakterisierung der Mechanismen, wie die CaV1.3 Aktivität 

mit dem Cl--Transport zusammenhängt, fehlt noch. Es ist jedoch vorstellbar, dass über die 

Regulation des CaV1.3 zum Beispiel über Rab27a neben einer Verminderung der Sekretion auch 

der LP kleiner wird, und es somit zu einer Verminderung des Cl--Transports kommt. 
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Abbildung 3: Determinanten der basolateralen Cl--Leitfähigkeit im RPE (angepasst (Reichhart & Strauss, 2014)) In dieser 

Habilitationsschrift wurde CFTR und ClC-2 nicht näher beleuchtet und sind nur der Vollständigkeit halber enthalten.Als 

Ca2+-abhängige Kanäle sind Bestrophin-1 (best-1)  uns Ano2 als CaCC dargestellt und Ano4 als Ca2+-abhängiger 

Kationenkanal. Spannungsabhängige L-Typ Ca2+-Kanäle sorgen für einen Anstieg des Ca2+ in der Zelle. 

 

3.1.3.2 Phagozytose der Photorezeptoraußensegmente 
 

Die Phagozytose der Außensegmente der Photorezeptoren ist eine der Kardinalfunktionen des 

RPE zur Aufrechterhaltung der Sehkraft. Die Phagozytose und Erneuerung der Außensegmente ist 

ein präzise abgestimmter Prozess, der einem zirkadianen Rhythmus folgt, welcher durch 

Helligkeits- und Dunkelheitsphasen getriggert wird. Hierbei setzt die Phagozytose am Morgen ein 

und persistiert über eine Zeit von etwa 90 min (LaVail, 1976). Dieser Rhythmus zeigt sich auch 

unter konstanter Beleuchtung, jedoch benötigt er Licht als zeitlichen Trigger zur Harmonisierung 
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mit dem Tageszyklus (LaVail, 1980). Neuere Studien lassen vermuten, dass diese zirkadiane 

Regulation ionalen Mechanismen unterliegt (Müller et al., 2014). 

Bislang konnten verschiedene Rezeptoren auf dem RPE identifiziert werden, die in den Prozess 

der Phagozytose involviert sind (Mazzoni et al., 2014). Nach Bindung der 

Photorezeptoraußensegmente an den Oberflächenrezeptor MER Proto-Oncogene Tyrosine 

Kinase (MERTK) kommt es zu einem intrazellulären Anstieg des IP3 als Second-Messenger, was 

auch einen Anstieg des freien zytosolischen Ca2+ bedingen sollte, und damit den 

Aktivierungsmechanismus der Phagozytose darstellt (Heth & Marescalchi, 1994; Heth & Schmidt, 

1991). Der MERTK-Ligand Growth Arrest-Specific 6 (Gas6) erhöht die Phagozytoserate in vitro in 

kultivierten Rattenzellen, allerdings benötigt dieser Prozess Ca2+ (Hall et al., 2001; Karl et al., 

2008). 

Die intrazelluläre Ca2+-Konzentration im RPE ist die Stellschraube der Phagozytoseaktivität und 

Mechanismen, die die intrazelluläre Ca2+-Konzentration beeinflussen, modulieren auch die 

Phagozytoserate. Relevante Kandidaten für die Beteiligung von Ionenkanälen an der Regulation 

der Phagozytose sind der L-Typ-Ca2+-Kanal, TRPV-Kanäle, Bestrophin-1 und BK-Kanäle (Karl et al., 

2008; Müller et al., 2014). Während in vitro Daten lediglich die Empfindlichkeit der Phagozytose-

Aktivität gegenüber der Hemmung/Aktivierung von Ionenkanäle aufzeigen konnten, so können 

die Daten aus KO-Mausmodellen die funktionelle Bedeutung genauer beleuchten. In Mäusen, die 

keinen CaV1.3 exprimieren oder in solchen die keinen BK-Kanal exprimieren, kommt es zu einer 

Zeitverschiebung des Aktivitätspeaks der Phagozytose am Morgen und zu einer entsprechend 

veränderten Phagozytose-Grundaktivität am Nachmittag. 

Hierbei scheint der Effekt der TRPV-Kanäle und des Bestrophin-1 über eine Beeinflussung der Ca2+-

Homöostase und daraus resultierender Modulation der Phagozytoserate zu liegen; Applikation 

eines TRPV-Antagonisten führte zu einer Verminderung der Phagozytose, Applikation eines 

Agonisten zu einer entsprechenden Zunahme der Phagozytose (Müller et al., 2014). Auch die 

Inhibition der L-Typ-Ca2+-Kanäle blockierte die Phagozytoseaktivität in vitro (Karl et al., 2008; 

Müller et al., 2014), Applikation eines Agonisten zeigte hier keinerlei Wirkung. Zusammen mit 

Daten aus KO-Mausmodellen lässt sich schlussfolgern, dass CaV1.3 und BK- Kanäle neben der 
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direkten Modulation der Phagozytoseaktivität primär die Regulation des Phagozytose-Rhythmus 

bewirken (Müller et al., 2014). 

 

3.2 VEGF-A und das VEGF-Rezeptornetzwerk: Inflammation und 

Angiogenese 
 

Das VEGF-Signalnetzwerk verfügt über eine große Zahl von Rezeptoren und Agonisten. Diese 

Komplexität dient sehr unterschiedlichen Funktionen wie Angiogenese, Lymphangiogenese und 

Immunregulation (Partanen & Paavonen, 2001). Diese Funktionen fügen sich durch das Netzwerk 

zum Beispiel in eine effiziente Koordination von Wundheilungsprozessen zusammen. Die 

verschiedenen Rezeptoren rekrutieren spezifisch die benötigten Zielzellen und bedingen deren 

benötigte Funktionsänderungen. Die Reaktionen des Netzwerkes sind stark kontext-abhängig 

zwischen Embryonalentwicklung, Regeneration angegriffener Gewebe, Stabilisierung von 

Geweben und pathologischer Proliferation (Autiero et al., 2003; Carmeliet et al., 2001; Claesson-

Welsh, 2016; Dewerchin & Carmeliet, 2012). 

Entscheidend für die Koordination von Neoangiogenese und Inflammation sind die Rezeptoren 

VEGFR1 und VEGR2, wobei grob abgegrenzt VEGFR1 den funktionellen Schwerpunkt auf der 

Inflammation und VEGFR2 auf der Förderung der Angiogenese hat (Claesson-Welsh, 2016; Koch 

et al., 2011). VEGFR1 rekrutiert Immunzellen, wie mononukleäre Makrophagen (Ribatti, 2008; 

Uemura et al., 2021). VEGFR2 ist ein Förderer der Endothelzellproliferation. Die Koordination von 

Angiogenese und Inflammation erfolgt indirekt durch zum Beispiel über VEGFR1 und seinen 

spezifischen Agonisten PGF, das nur im Fall einer Gewebspathologie exprimiert wird, durch 

Makrophagen, die zur Sekretion von VEGF-A angeregt werden, das wiederum VEGFR2 und 

Endothelzellen stimuliert. Direkt erfolgt die Koordination durch VEGF-A, das VEGFR1 als auch 

VEGFR2 aktiviert. Damit würde VEGF-A durch die in den Arbeiten 2.1-2.5 beschriebenen 

Ergänzungen zum Verständnis des VEGF-A Sekretion regulierenden Ca2+-Signaling essenziell für 

die pathologischen Prozesse in der äußeren Netzhaut sein, die durch das RPE reguliert werden. 
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3.2.1 VEGF-A und PGF in der Koordination von Inflammation 

und Angiogenese im Tiermodell für chorioidale 

Neovaskularisation 
 

Die Rolle von VEGFR1 und VEGFR2 im Kontext der neovaskulären altersbedingten 

Makuladegeneration (nAMD oder feuchte AMD) beleuchtet die Arbeit 2.6. Diese Arbeit bedient 

sich hierzu dem relevanten Mausmodell, der Laser-induzierten Neovaskularisation (Grossniklaus 

et al., 2010). Um die Rolle der beiden Rezeptoren zu verstehen, hat sich diese Arbeit auf die 

weniger bekannte Funktion des VEGFR1 fokussiert, damit ein Verständnis zum Verhältnis der 

beiden Rezeptoren VEGFR1 und VEGR2 möglich wird. 

Der spezifische Agonist für den VEGFR1 ist PGF. Neben seiner Rolle während der Schwangerschaft 

und der Embryonalentwicklung ist PGF vor allem aus dem Bereich der pathologischen 

Angiogenese bei z.B. bei Tumoren oder Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises oder 

auch für seine Rolle bei der Wundheilung bekannt (Dewerchin & Carmeliet, 2012). PGF und dessen 

Rezeptor VEGFR1 bilden eine Brücke zwischen dem vaskulären und dem inflammatorischen 

Signalsystem, da PGF exklusiv an VEGFR1 bindet. VEGFR1 wird auf der vaskulären Seite von 

Endothelzellen exprimiert und auf der inflammatorischen Seite wird dieser Rezeptor auf 

Entzündungszellen, wie zum Beispiel auf MP exprimiert (Huang et al., 2013; Stewart et al., 2011; 

Uemura et al., 2021). Somit sind diese Zellen durch Anstieg in der PGF-Konzentration 

beeinflussbar. 

Wir konnten im Modell der laserinduzierten CNV zeigen, dass PGF eine wichtige Rolle in der 

Frühphase der Immunantwort nach Laser spielt (Tag 1-3), welche mit der Aktivierung der 

Immunzellen einhergeht. Weitere Daten belegen, dass dies durch die direkte Stimulation der MP 

durch PGF geschieht. So führt eine anti-PGF Therapie im Mausmodell zur Verminderung der 

absoluten Zahl sowie der Zahl amöboider und VEGFR1 positiver MP um die Lasernarbe. Huang et 

al berichten über verminderte Leckagen sowohl unter anti-VEGFR1 als auch anti-VEGFR2-

Behandlung (Huang et al., 2011) und verminderte Mikroglia/Monozyteninfiltration unter anti-

VEGFR1 vor allem in der Frühphase 3 Tage nach Laser (Huang et al., 2013). Da in experimentellen 
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Studien im Lasermodell (siehe Publikation 2.6 und (Balser et al., 2019) die Wirkung der 

Kombitherapie aus anti-PGF mit der konventionellen anti-VEGF-A Therapie den jeweiligen 

Einzeltherapien sowohl bei bezüglich der anti-angiogenen als auch bei der anti-inflammatorischen 

Wirkung überlegen ist, ist hier ein Synergismus beider Komponenten sichtbar. Obwohl es in den 

groß angelegten klinischen Vergleichsstudien (Heier et al., 2012; Sarwar et al., 2016; Schmidt-

Erfurth et al., 2014; Yuzawa et al., 2015) keine Überlegenheit der Kombinationstherapie 

gegenüber der anti-VEGF-A Monotherapie gab, sprechen eine wachsende Zahl von Fallstudien von 

Patienten, bei denen sich eine Therapieresistenz ausgebildet hat oder die schon initial nicht auf 

anti-VEGF-A Monotherapie ansprechen, und dann unter der Kombitherapie eine 

Visusverbesserung zeigen, für die Relevanz von PGF bei der AMD-Pathogenese zumindest bei 

einem Teil des Patientenkollektiv (Azuma et al., 2018; Cho et al., 2013; Fassnacht-Riederle et al., 

2014; Fujii et al., 2014; Grewal et al., 2014; Ho et al., 2013; Kawashima et al., 2015; Kumar et al., 

2013; Messenger et al., 2014; Michalewski et al., 2014; Patel et al., 2013; Pinheiro-Costa et al., 

2015; Ricci et al., 2017; Spooner et al., 2017; Unsal & Cubuk, 2018; Wykoff et al., 2014; Yonekawa 

et al., 2013). Bei diesen Patienten zeigten sich auch erhöhte PGF-Spiegel im Kammerwasser 

(Pongsachareonnont et al., 2018). Da PGF mit VEGF-A um die Bindung an VEGFR1 konkurriert, 

kann durch die Kombinationstherapie ggf. die Bindung von VEGF-A an seine beiden Rezeptoren 

und somit die Wirkung moduliert werden. 

Relativierend ist dazu zu sagen, dass es auch Case Reports gibt, in denen ausgewählte Patienten 

von einem Wechsel von Aflibercept zu Ranibizumab profitieren (Gale et al., 2020; Lee et al., 2021; 

Marquis & Mantel, 2020; Salabati et al., 2022), so dass es in der Gruppe der Patienten mit 

neovaskulärer AMD wohl interindividuelle Unterschiede in der Pathogenese und somit im 

Ansprechen auf die jeweilige Therapie gibt. 

Da neben der AMD vielen anderen erworbenen Formen der Retinadegeneration wie z.B. 

diabetischer oder hypertensiver Retinopathie die Kombination aus vaskulärer und entzündlicher 

Komponente gemein ist, liegt die Hypothese nahe, dass PGF ggf. auch dort, vor allem in der 

Frühphase der Erkrankung eine bedeutende bislang unbeachtete pathogenetische Rolle spielt. 

PGF könnte hier eine Art Regulator der Gewebsreparatur bei akuten und chronischen 
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Retinaschäden sein, der Pathologien triggert, wenn die jeweiligen Noxen zu stark bzw. zu lange 

einwirken. 

Somit hätte eine anti-PGF Therapie erhebliches Potential, die Behandlung von 

Retinadegenerationen zu verbessern, da bislang nur symptomatisch die Neovaskularisationen mit 

anti-VEGF-A behandelt werden können und eine kausal orientierte Therapie noch nicht existiert. 
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4 ZUSAMMENFASSUNG  
 

Ca2+ fungiert als elementares Signalmolekül der Zelle (Berridge 1993, Clapham 1995). Der zeitliche 

und räumliche Verlauf eines Ca2+-Signals bestimmt seine Wirkung auf die Zellfunktion. 

Wesentliche, durch Ca2+ gesteuerte Funktionen des RPE sind Ionentransport, Phagozytose (von 

Photorezeptoraußensegmenten) und Sekretion. 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Verständnis der komplexen Vorgänge des Ca2+-Signaling im 

RPE wesentlich verbessert. Die Modulation von 2 Ionenkanälen, die den Ca2+-Spiegel in RPE Zellen 

erhöhen, TRPV2 und CaV1.3, wurde beleuchtet. Hier kam es zu erhöhter 

Membranoberflächenexpression (TRPV2) sowie Veränderungen wesentlicher 

elektrophysiologischer Parameter wie Stromdichte und Aktivierungspotential (TRPV2, CaV1.3). 

Zudem wurden mit Ano2 und Ano4 molekulare Korrelate für den Ca2+-abhängigen Cl--Kanal bzw. 

Ca2+-abhängigen Kationenkanal in der basolateralen Membran des RPE identifiziert. 

Als Ca2+-abhängige Mechanismen wurde neben dem Ionentransport ein Fokus auf die Sekretion 

von pro-angiogenen und pro-inflammatorischen Komponenten VEGF-A und PGF gelegt. 

Somit konnte eine Brücke geschlagen werden von der Analyse zellphysiologischer Mechanismen 

zu Pathomechanismen bei verschiedenen retinalen Erkrankungen mit inflammatorischer und 

angiogener Komponente wie zum Beispiel diabetischer Retinopathie (DR) und Altersabhängiger 

Makuladegeneration (AMD). 

Das RPE fungiert hier als educational barrier: bei Inflammation kommt es nicht zum Versagen der 

Barriere, sondern vielmehr zu einer orchestrierten Reaktion, bestehend aus ionalen und zellulären 

Mechanismen. Autokrine und endokrine Sekretion von proinflammatorischen und pro-

angiogenen Faktoren spielt hier ebenso eine Rolle wie die Interaktion mit zellulären Komponenten 

der angeborenen und adaptiven Immunantwort.  Hieraus leitet sich die Notwendigkeit ab 

zukünftige Therapiestrategien für DR und AMD nicht primär auf die Effektoren wie Endothelzellen 

oder Entzündungszellen zu konzentrieren, sondern die pathophysiologischen Prozesse im 

Zentrum, dem RPE zu adressieren/modulieren. 
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Abbildung 4: Mechanismen der Ca2+-Erhöhung im RPE, welche die Sekretion verschiedener Faktoren, so zum Beispiel VEGF-

A triggern. Die intrazelluläre Ca2+-Erhöhung mittels der Entleerung intrazellulärer Ca2+ Speicher ist nicht Gegenstand dieser 

Habilitationsschrift (angepasst (Reichhart & Strauss, 2014)) 
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