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1. Publikationsliste 

Endogenous	Galectin-1	Modulates	Cell	Biological	Properties	of	Immortalized	
Retinal	Pigment	Epithelial	Cells	In	Vitro.	

Liesenhoff,	C.;	Paulus,	S.M.;	Havertz,	C.;	Geerlof,	A.;	Priglinger,	S.;	Priglinger,	C.S.;	
Ohlmann,	A.		

International	Journal	of	Molecular	Science	

Angenommen	zur	Publikation	am	06.08.2023	

Publiziert	am	10.08.2023	

	

Fundstelle: 

Liesenhoff C, Paulus SM, Havertz C, Geerlof A, Priglinger S, Priglinger CS, Ohl-
mann A. Endogenous Galectin-1 Modulates Cell Biological Properties of Immor-
talized Retinal Pigment Epithelial Cells In Vitro. International Journal of Molecular 
Sciences. 2023; 24(16):12635. https://doi.org/10.3390/ijms241612635 

Link: https://www.mdpi.com/1422-0067/24/16/12635 

 

1.1 Beitrag zur Publikation 

 

Das Forschungsvorhaben erfolgte durch Finanzierungshilfe der Deutschen For-

schungsgesellschaft (Fördernummern: OH 214/4-3 und PR 1248/2-3) und nach 

Zustimmung der Ethikkommission der LMU München (Protokoll 19-124 vom 

28.05.2019). Der Ethikantrag sowie der Antrag auf Finanzierungshilfe wurde be-

reits vor meinem Forschungsantritt durch meine Betreuer Prof. Dr. Andreas Ohl-

mann und Prof. Dr. med. Claudia Priglinger erfolgreich beantragt. Nach Einfüh-

rung in die Methodik wurde der Großteil der Experimente, auf welchen diese Pub-

likation beruht, selbständig und eigenverantwortlich durchgeführt. Darunter 

zählte die verantwortungsvolle Betreuung der Zellkultur, die Transfektion von 

ARPE-19-Zellen, die Durchführung des FACS-sortings, die Testung der Klone 

auf Gal-1-Defizienz via Western Blot, die Durchführung der immunhistochemi-

schen sowie der zellbiologischen Untersuchungen der Zellmigration, Zelladhä-

sion, Zellproliferation und Zellviabilität. Weiterhin führte ich eigenständig, nach 
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Anlernung durch die Co-Autoren Katja Wildholzer und Simon Paulus, die Metho-

dik der RNA-Isolierung, der cDNA-Synthese und der real-time-PCR durch. Wäh-

rend des gesamten Forschungsprojektes verwaltete ich die durch die Experi-

mente generierten Daten und führte die statistische Auswertung durch. Nach Ab-

schluss der Experimente erfolgte die Erstellung des Publikationsskriptes, mit Un-

terstützung meines Betreuers Prof. Dr. Andreas Ohlmann, maßgeblich durch 

mich. Die darin enthaltenen Tabellen und Grafiken wurden von mir eigenständig 

entworfen und verfasst. Letztlich erfolgte eine Evaluation des Publikationskriptes 

durch die Co-Autorschaft, bevor die Publikation beim International Journal of 

Molecular Science eingereicht wurde. Die Veröffentlichung erfolgte nach Akzep-

tanz durch den Editor nach einem verblindeten peer-review-Prozess entspre-

chend der Standards des Herausgebers. 
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2. Einleitung 

2.1 Die Retina 

 

Die Netzhaut (Retina) ist ein komplexes neuronales Gewebe, welches den Aug-

apfel vom hinteren Pol her auskleidet und eine entscheidende Rolle in der Ver-

arbeitung von visuellen Informationen spielt (Masland, 2012) (vgl. Abb. 1). Sie 

besteht im lichtempfindlichen Teil (Pars optica retinae) aus mehreren Schichten 

spezialisierter Zellen (vgl. Abb. 1), die gemeinsam die visuelle Informationen er-

fassen und primär verarbeiten, bevor die visuellen Informationen zur Projektion 

ans Gehirn weitergeleitet werden (Lang, 2019). An der Ora serrata geht die Pars 

optica retinae in den lichtunempfindlichen Teil, die Pars caeca retinae, über 

(Lang, 2019). Entwicklungsgeschichtlich bildet sich die Retina als Ausstülpung 

des Vorderhirns (Prosenzephalon), den sogenannten Augenbläschen (Grehn, 

2019; Lang, 2019). Aus der inneren Wand der Augenbläschen differenzieren sich 

die neun Schichten der neurosensorischen Netzhaut, die äußere Wand entwi-

ckelt sich zum retinalen Pigmentepithel (RPE) (Lang, 2019). Das RPE liegt der 

Bruch-Membran auf, welche die Retina von der Aderhaut (Choroidea) trennt, und 

ist daher an der Blut-Retina-Schranke beteiligt (vgl. Abb. 1 A) (Boulton & Dayhaw-

Barker, 2001; Grehn, 2019). Die Verarbeitung visueller Informationen erfolgt mit-

hilfe komplexer neuronaler Schaltkreise und Interaktionen zwischen verschiede-

nen Zelltypen (Masland, 2012). Die Photorezeptorzellen (vgl. Abb. 1 B), zu denen 

sowohl Stäbchen als auch Zapfen gehören, erfassen das einfallende Licht und 

geben die visuellen Signale daraufhin an die bipolaren Zellen weiter (vgl. Abb. 1 

C) (Masland, 2012). Auf dieser Ebene erfolgt bereits intraretinal eine horizontale 

Informationsverarbeitung über Horizontalzellen und amakrine Zellen (vgl. Abb. 1 

F und G) (Grehn, 2019; Wu et al., 2023). Die bipolaren Zellen übertragen die 

Signale weiter auf die retinalen Ganglienzellen (vgl. Abb. 1 D), welche die verar-

beiteten Informationen über ihre ca. 1,1 Millionen Axone, die am Sehnervenkopf 

(Papilla nervi optici) den Sehnerv bilden, an das Gehirn weiterleiten (Grehn, 

2019; Masland, 2012). 
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Abbildung 1: Aufbau der Retina (modifiziert nach Wu, Mina et al. 2023): Schematisch darge-
stellt ist die zelluläre Organisation der Netzhaut mit dem retinalen Pigmentepithel (A), den Stäb-
chen und Zapfen als Photorezeptoren (B), den Bipolarzellen (C), den Ganglienzellen (D), den 
amakrinen Zellen (F) sowie den Horizontalzellen (G). 

 

2.2 Das retinale Pigmentepithel 

 

Das retinale Pigmentepithel stellt eine einlagige, pigmentierte, kubische Zell-

schicht dar, welche nach basal hin der Bruch-Membran aufliegt, die das RPE von 

dem fenestrierten Endothel der Choriokapillaris trennt (vgl. Abb. 2) (Caceres & 

Rodriguez-Boulan, 2020; Strauss, 2005). Die laterale Verbindung der RPE- Zel-

len untereinander über Tight-Junctions bildet die äußere Blut-Retina-Schranke 

(Cunha-Vaz et al., 2011). Die Integrität der Blut-Retina-Schranke ist entschei-

dend für die Regulation des trans- und parazellulären Transports und somit für 

die Aufrechterhaltung der eng regulierten retinalen Homöostase (O'Leary & 

Campbell, 2023). Störungen der Blut-Retina-Schranke können zur Bildung von 
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retinalen Exsudaten aus Wasser, Proteinen, Lipiden und Zellen führen, die ent-

weder direkt oder im Rahmen einer entzündlichen, retinalen Reaktion zur Entste-

hung und Aufrechterhaltung von retinalen Erkrankungen beitragen (Naylor et al., 

2019; Tonade & Kern, 2021; Yang et al., 2020). Nach apikal hin reicht das RPE 

über Mikrovilli, welche die Kontaktfläche um das 30-fache vergrößern, an die 

photosensitiven Außensegmente der Photorezeptoren heran. Dies ermöglicht ei-

nen intensiven metabolischen und funktionellen Austausch zwischen den RPE-

Zellen und den Photorezeptoren (Naylor et al., 2019; Strauss, 2005). Sowohl 

Struktur als auch Lokalisation erlauben es dem RPE somit zahlreiche Funktionen 

im chorioretinalen Grenzbereich zu übernehmen (vgl. Abb. 2) (Lakkaraju et al., 

2020; Storm et al., 2020; Strauss, 2005).  

Das Licht, welches durch die brechenden Medien des Auges fokussiert wird, trifft 

im Bereich der Netzhaut auf eine stark mit Sauerstoff angereicherte Choriokapil-

laris. Dies führt in Kombination mit starker metabolischer Aktivität im umgeben-

den Milieu zu einem hohen Grad an oxidativem Stress (Boulton & Dayhaw-

Barker, 2001; Miceli et al., 1994; Strauss, 2005). Zur Reduktion des oxidativen 

Stresses bedienen sich die RPE-Zellen unterschiedlicher Mechanismen: Zum ei-

nen kleiden sie den Bulbus von innen aus und verringern so durch Absorption die 

einstrahlende Lichtenergie. Zum anderen verbessern sie die optische Qualität 

durch Verminderung der Streustrahlung (Sparrow et al., 2010). Das apikal be-

findliche Melanin führt zudem zu antioxidativen Effekten durch die Bindung von 

Reaktiver Sauerstoff Spezies (ROS) und Eisenionen (Simon et al., 2008; Żądło 

& Sarna, 2019). Einen weiteren protektiven Mechanismus der RPE-Zellen zur 

Reduktion des oxidativen Stresses bilden intrazelluläre, enzymatische und nicht-

enzymatische Antioxidantien. Als enzymatische Antioxidantien enthalten die 

RPE-Zellen hohe Mengen an Superoxiddismutase und Katalase. Als nicht-en-

zymatische Antioxidantien reichern die RPE-Zellen Carotinoide an, wie zum Bei-

spiel Lutein und Zeaxanthin, Ascorbat, α-Tocopherol und β-Carotin (Strauss, 

2005). 

Durch oxidativen Stress sowie durch chemische und physikalische Faktoren, wie 

beispielsweise UV-Strahlung, entstehen im RPE fortlaufend Schäden an der 

DNA. Hierbei ist die Eigenschaft von RPE-Zellen zur DNA-Reparatur unerläss-

lich. (Hyttinen et al., 2017).  
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Ferner spielt das RPE eine entscheidende Rolle im Retinoid-Stoffwechsel des 

Sehprozesses: Nach der Absorption von Photonen kommt es im Bereich der Pho-

totorezeptoren zu der Bildung von all-trans-Retinal aus 11-cis-Retinal (Choi et al., 

2021). Das resultierende all-trans-Retinal wird zu all-trans-Retinol reduziert und 

zum RPE transportiert, in welchem die trans-zu-cis-Isomerisierung zur Regene-

ration erfolgt (Choi et al., 2021; Redmond et al., 1998). Anschließend wird 11-cis-

Retinal zurück in die Photorezeptoren transportiert und steht nach Bindung an 

Rhodopsin erneut zur Phototransduktion zur Verfügung (Strauss, 2005). Die Spit-

zen der Außensegmente der Photorezeptoren, die im Zuge des abgelaufenen 

Sehprozesses die höchste Konzentration an Radikalen, Licht geschädigter Pro-

teine und Lipide enthalten, werden von den Photorezeptoren abgestoßen und in 

der Folge von dem RPE phagozytiert und abgebaut (Bibb & Young, 1974; 

Strauss, 2005; Young & Bok, 1969). Genetisch bedingte Stoffwechselstörungen, 

beispielsweise durch ein fehlendes oder defektes Enzym, können in Zusammen-

hang mit dem Sehprozess zu hereditären, retinalen Erkrankungen, wie Morbus 

Best oder Morbus Stargardt führen (Allikmets, 2000; Wolf, 2003). Morbus Best, 

die häufigste hereditäre Makuladegeneration, beruht auf einer Mutation im 

BEST1-Gen, welches für Bestrophin-1 codiert. Bestrophin-1 agiert als Regulator 

der intrazellulären Calzium-Signalgebung und spielt somit eine bedeutende Rolle 

in der Calcium-Homöostase des RPEs. Infolgedessen ist Bestrophin entschei-

dend für die Regulation der ionischen Umgebung des subretinalen Raums. Es 

wird angenommen, dass es durch diese Störmechanismen zu der typischen 

vitilliformen Ansammlung von Lipofuscin zwischen RPE und Bruch-Membran 

kommt, welche im weiteren Verlauf die Makuladegeneration bedingt (Guziewicz 

et al., 2017; Tripathy & Salini, 2023). Bei Morbus Stargardt führt eine Mutation im 

ABCA4-Gen, welches für eine ATP-binding-Kassette mit Transportfunktion co-

diert, zu einer Störung des retinalen Vitamin-A-Stoffwechsels. Diese Störung be-

dingt eine Akkumulation von A2PE, einem Vorläuferprotein von N-retinylidene-N-

retinylethanolamine (AE2) und damit von Lipofuscin, wodurch es zum Absterben 

von RPE-Zellen und in der Folge zu einer retinalen Degeneration kommt 

(Farnoodian et al., 2022). Eine weitere wichtige Funktion des RPEs betrifft den 

Transport von Stoffen:  
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Das RPE transportiert Wasser, Ionen, Nährstoffe und Abfallprodukte über ver-

schiedene membranöse Kanäle, Transporter und Rezeptoren, wodurch das spe-

zifische Milieu des subretinalen Raums reguliert wird (Lehmann et al., 2014). In 

diesem Zusammenhang besonders bemerkenswert ist die Expression der β2-

Untereinheit der Na+/K+-ATPase, welche eine für Epithelzellen ungewöhnliche 

Verlagerung auf die apikale Oberfläche anstelle der basolateralen Oberfläche 

zeigt (Lakkaraju et al., 2020; Lobato-Álvarez et al., 2016). Neben der Na+/K+-

ATPase tragen auch andere Ionenpumpen und -kanäle zur Regulation der Um-

gebung um die Photorezeptorzellen bei, was für deren Elektrophysiologie und 

Funktionsfähigkeit wichtig ist (Strauss, 2005; Wimmers et al., 2007). Darüber hin-

aus nimmt das RPE das für den Sehprozess essenzielle Vitamin-A aus dem Blut-

kreislauf auf und transportiert dieses zu den Photorezeptorzellen (Lakkaraju et 

al., 2020). Das RPE produziert und gibt verschiedene Wachstumsfaktoren ab, 

die das Überleben der Photorezeptoren, sowie die Struktur von Retina und Cho-

riokapillaris entscheidend beeinflussen (Strauss, 2005).  

Zu den sezernierten Wachstumsfaktoren gehören unter anderem fibroblast 

growth factor (FGF)-2, FGF-5, transforming growth factor (TGF)-β, insulin-like 

growth factor (IGF)-1, platelet-derived growth factor (PDGF), vascular endothelial 

growth factor (VEGF), pigment epithelium-derived factor (PEDF) sowie Mitglieder 

der Interleukin-Familie (Hirsch et al., 2015; Kay et al., 2013; Kolomeyer et al., 

2011; Strauss, 2005). PEDF erhält die Struktur der Retina und der Choriokapilla-

ris aufrecht und hat darüber hinaus auch neuroprotektive und antiangiogene Wir-

kungen (Cao et al., 2001; Fudalej et al., 2021).  

VEGF ist physiologischerweise entscheidend für die Aufrechterhaltung der Intig-

rität der Choriokapillaris. Im Rahmen von neovaskulären Netzhauterkrankungen 

kann es jedoch durch eine Dysregulation der Signalwege von VEGF zu patholo-

gischen choroidalen Neovaskularisationen kommen (Apte et al., 2019).  

Vor diesem Hintergrund werden heutzutage effektive anti-VEGF-Therapieregime 

zur Behandlung von neovaskulärer AMD, diabetischer Retinopathie und retinalen 

Venenverschlüssen durchgeführt. Interessanterweise fanden anti-VEGF-Antikör-

per in Form von Bevacizumab (Avastin; Genentech; South San Francisco, CA, 

USA) zunächst im Bereich der antineoplastischen Therapie erfolgreich Verwen-
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dung (Kabbinavar et al., 2003; Kim & D'Amore, 2012; Mukherji, 2010). Der Ana-

logieschluss in die Augenheilkunde führte zu einem Durchbruch in der Behand-

lung von neovaskulären Netzhauterkrankungen: So erwies sich eine intravitreale 

Eingabe von anti-VEGF-Antikörpern bereits in der Primärbeschreibung als sehr 

wirksam (Rosenfeld et al., 2005). Mittlerweile stehen Weiterentwicklungen der 

anti-VEGF-Therapie in Form von Ranibizumab (Lucentis; Genentech; South San 

Francisco, CA, USA), Aflibercept (Eylea; Regeneron; Tarrytown, NY, USA) und 

Brolucizumab (Beovu; Novartis; Basel, Schweiz) zu Verfügung (Wallsh & 

Gallemore, 2021). 

 

 

Abbildung 2: Funktionen des retinalen Pigmentepithels (modifiziert nach Strauss et al., 
2005): Dargestellt ist das einschichtige retinale Pigmentepithel mit einer schematischen Zusam-
menfassung seiner Funktionen im chorioretinalen Grenzbereich. 

 

Die eben genannten weitreichenden Funktionen des RPEs im chorioretinalen 

Raum lassen erkennen, warum es bei Störungen in der Physiologie des RPEs 

zur Entstehung unterschiedlicher retinaler Erkrankungen, wie beispielsweise der 

AMD, der diabetischen Retinopathie oder der proliferativen Vitreoretinopathie 

(PVR) kommen kann (Datta et al., 2017; Dvashi et al., 2015; Hanus et al., 2015; 

Tonade & Kern, 2021). 
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2.3  ARPE-19-Zellen 

 

Die ARPE-19-Zelllinie ist eine menschliche RPE-Zelllinie, welche 1996 im Labor 

von Dunn, Aotaki-Keen et al. spontan, also zufällig und ohne methodische Trans-

formation, aus einer primären Kultur von RPE-Zellen eines männlichen Spenders 

entstand (Dunn et al., 1996). Als Grundlage für die spontane Immortalisierung 

wird eine Translokation t(15;19) sowie zwei Translokationen t(5;15) und t(15;19) 

sowie eine Abberation auf Chromosom 9 angenommen (Fasler-Kan et al., 2018).  

Hintergrund der heutzutage weit verbreiteten Anwendung von ARPE-19-Zellen 

anstatt primärer RPE-Zellen ist, dass primäre RPE-Zellen in der Zellkultur nach 

multiplen Passagen ihren spezifischen Phänotyp verlieren und sich daher nicht 

für Untersuchungen eignen, die multipler Passagierungen bedürfen. Weiterhin 

zeigen primäre RPE-Zellen, die aus Spenderbulbi generiert werden müssen, 

spenderspezfische genetische Unterschiede und erschweren somit die interne 

und externe Validität der in Experimenten erhobenen Daten (Samuel et al., 2017). 

Zudem ist die Verfügbarkeit von primären RPE-Zellen aufgrund der Abhängigkeit 

von einer Bulbusspende eingeschränkt. Neben der Verfügbarkeit, der Vergleich-

barkeit sowie der Eignung zur längerfristigen Führung in der Zellkultur bedingen 

folgende Charakteristika der ARPE-19-Zellen die weit verbreitete Verwendung: 

ARPE-19-Zellen präsentieren sich in einem epithelialen Phänotyp unter Beibe-

haltung der für das RPE typischen Polarisation, Barriere- und Transportfunktion 

(Dunn et al., 1996). In der Morphologie bedeutet dies eine RPE-typische „Pflas-

terstein“-artige Erscheinung und eine zunehmende Pigmentierung im Verlauf der 

3-4 Wochen andauernden Differenzierung (vgl. Abb. 3). Weiterhin exprimieren 

APRE-19-Zellen mehrere für RPE spezifische Gene, darunter beispielsweise das 

retinal pigment epithelium 65 kDa protein (RPE65) sowie das cellular retinalde-

hyde-binding protein (CRALBP), welche beide am Retinoidstoffwechsel und da-

mit an der Regeneration des Sehpigments beteiligt sind (Kiser, 2022; Saari & 

Crabb, 2005; Samuel et al., 2017). Letztlich erfüllen ARPE-19-Zellen für das RPE 

typische zelluläre Funktionen wie beispielsweise die Rezeptor-vermittelte Pha-

gozytose von Photorezeptoraußensegmenten (Finnemann et al., 1997). Hierbei 

nennenswert ist, dass die Vergleichbarkeit mit primären RPE-Zellen vom Grad 

der Differenzierung und von der Wachstumsumgebung abhängt. Für einen hohen 
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Differenzierungsgrad spricht eine hohe Expression der Gene der Pigmentierung 

und des Sehzyklus (Samuel et al., 2017). 

 

 

Abbildung 3: Differenzierte ARPE-19-Zellen in der Zellkultur (modifiziert nach Dunn, Aotaki-
Keen et al. 1996): Die Darstellung zeigt das typische kubische, „Pflasterstein“-artige Konfigurati-
onsmuster von konfluenten, ausdifferenzierten ARPE-19-Zellen. Man beachte die im ausdifferen-
zierten Zustand vorliegende Pigmentierung. 

 

2.4 Die proliferative Vitreoretinopathie 

 

Die proliferative Vitreoretinopathie (PVR) stellt die häufigste Komplikation (Inzi-

denz 5-10%) der operativen Therapie einer rhegmatogenen Netzhautablösung 

(Amotio retinae) und in diesem Zusammenhang die Hauptursache für eine er-

neute Ablösung der Netzhaut (Reamotio retinae) dar (Claes & Lafetá, 2014; 

Schaub et al., 2016). 

Grundlage hierfür ist eine zellulär vermittelte, vitreoretinale Wundheilungsreak-

tion mit periretinaler, fibroproliferativer Membranbildung (Mudhar, 2020; 

Wiedemann & Bringmann, 2016). Die PVR-Reaktion kann prinzipiell durch unter-

schiedliche Auslöser wie Operationen, retinale Hypoxie, okuläre Traumata oder 

aufgrund entzündlicher Prozesse, wie beispielsweise einer Zytomegalie-Retinitis, 

hervorgerufen werden (Idrees et al., 2019; Wiedemann & Bringmann, 2016). Pa-

thophysiologischer Hintergrund ist eine durch retinale oder choroidale Verletzung 

hervorgerufene Störung der Blut-Retina-Schranke und ein damit einhergehender 
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Kontakt von RPE-Zellen beziehungsweise Glia-Zellen mit dem Serum der Chori-

okapillaris. Dies führt in der Folge zu einer Proliferation, Migration und epithelial-

mesenchymalen Transdifferenzierung insbesondere der physiologisch postmito-

tischen RPE-Zellen (Chiba, 2014; Priglinger et al., 2016; Wu & Eliott, 2021). Dar-

über hinaus kommt es durch die Produktion von Kollagen sowie anderer extra-

zellulärer Matrix (EZM) zur Bildung einer periretinalen Membran (Chiba, 2014; 

Mudhar, 2020).  

Neben der zellulären Komponente spielen zudem Wachstumsfaktoren und Zyto-

kine in der Pathogenese der PVR eine wesentliche Rolle, indem sie zelluläre Re-

aktionen wie Chemotaxis, Proliferation, Migration und Umbau der extrazellulären 

Matrix induzieren und über Interleukine an der Initiierung und Aufrechterhaltung 

der Inflammation beteiligt sind (Wiedemann & Bringmann, 2016; Wu & Eliott, 

2021). Insbesondere der platelet-derived growth factor (PDGF) und sein Rezep-

tor (PDGFR-α) wurden hierbei als Schlüsselfaktoren identifiziert (Lei et al., 2010). 

Bemerkenswerterweise können auch andere Wachstumsfaktoren wie der vas-

cular endothelial growth factor (VEGF) und der epidermal growth factor (EGF) 

den PDGF-α-Rezeptor stimulieren. Weitere an der PVR beteiligte Wachstums-

faktoren sind der insulin-like growth factor (IGF)-1, der transforming growth factor 

α und β (TGF)-α und TGFβ, der tumor necrosis factor α (TNFα) und der fibroblast 

growth factor (FGF). Darüber hinaus spielen entzündliche Zytokine wie Interleu-

kin-1 (IL-)1, IL-6, IL-8, IL-10, Interferon γ (IFN-γ) und monocyte chemotactic pro-

tein-1 (MCP-1) eine bekannte Rolle in diesem Prozess (Wu & Eliott, 2021). 

Bisher wurden bereits verschiedene pharmakologische Substanzen wie Korti-

kosteroide, 5-Fluorouracil, Daunorubicin, Retinsäure und diverse antineoplasti-

sche und antifibrotische Wirkstoffe als mögliche Therapien getestet (Ahmadieh 

et al., 2008; Chang et al., 2008; Idrees et al., 2019; Schaub et al., 2018; Steinhorst 

et al., 1993; Wiedemann et al., 1998). Obwohl einige angewandte Ansätze in 

Tiermodellen und limitierten klinischen Studien gewisse Erfolge gezeigt haben, 

ist es bisher nicht gelungen, eine wirksame pharmakologische Therapie zu etab-

lieren (Sadaka & Giuliari, 2012; Wu & Eliott, 2021). 

Da keine effektive pharmakologische Möglichkeit zur Prävention und Therapie 

der PVR besteht, bleibt weiterhin nur die invasive, operative Versorgung mittels 

Vitrektomie als Behandlungsmöglichkeit bestehen. Das bedeutet, dass weiterhin 
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keine PVR-Reaktionen und damit einhergehende Re-Ablationes und Re-Vitrek-

tomien, beispielsweise durch intravitreale Prophylaxe, vermieden werden können 

(Idrees et al., 2019). Die notwendigen Schritte der operativen Therapie umfassen 

die vollständige Entfernung des Glaskörpers, die Entfernung aller traktiven PVR-

Membranen sowie ein Peeling der inneren limitierenden Membran (ILM) 

(Priglinger et al., 2021). Weiterhin kann mit Hilfe einer Retinotomie eine Entlas-

tung der unter Traktion stehenden Netzhaut erreicht werden (Schaub et al., 

2016). In fortgeschrittenen Fällen der PVR kann zudem eine Silikonöl-Endotam-

ponade das Operationsergebnis stabilisieren (Khan et al., 2015). Insgesamt ist 

die funktionelle Prognose trotz adäquater Therapie der PVR oft, insbesondere 

wegen bleibender makulärer Veränderung, reduziert (Schaub et al., 2016). We-

gen der diversen Ausprägungsformen sowie aufgrund der breiten Vielfalt der der-

zeit verfügbaren chirurgischen Verfahren, ist es jedoch schwierig, Daten für eine 

angemessene Prognoseabschätzung zu generieren (Pastor et al., 2016). Für 

neue therapeutische Fortschritte scheinen somit weitere Kenntnisse über die Pa-

thophysiologie der PVR von Bedeutung zu sein, in welcher die epithelial-mesen-

chymale Transition (EMT) von retinalen RPE-Zellen eine Hauptrolle spielt (Wada 

et al., 2022; Wu & Eliott, 2021). 

2.5 Die epithelial-mesenchymale Transition  

 

Die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) beschreibt den biologischen Pro-

zess, in welchem differenzierte, polarisierte Epithelzellen mehrere biochemische 

und zellbiologische Veränderungen hin zu einem mesenchymalen Zellphänotyp 

durchlaufen. Im Zuge dessen kommt es zu einer erhöhter Zellmigration, Invasivi-

tät, Resistenz gegenüber Apoptose und erhöhten Produktion von EZM-Kompo-

nenten (Kalluri & Weinberg, 2009). Dieser Prozess beruht auf typischen Verän-

derungen in der Gen-Expression, den Signalwegen und zytoskelettalen Konfigu-

rationen (Lamouille et al., 2014). Obwohl in der embryonalen Entwicklung des 

menschlichen Körpers physiologisch, kann es unter pathologischen Umständen 

(Entzündung, Wundheilung und Karzinogenese) in ausdifferenzierten Geweben 

zu einer Induktion der EMT kommen (Zhou et al., 2020). Auch im Rahmen zahl-

reicher retinaler Erkrankungen, wie AMD oder PVR, wurde eine Dedifferenzie-

rung von RPE-Zellen hin zu einem mesenchymalen Phänotyp beobachtet. Dabei 
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werden im Zusammenhang mit EMT und RPE unterschiedliche Signalwege, Mo-

leküle und Expressionsmuster diskutiert (Zhou et al., 2020).  

Verschiedene Transkriptionsfaktoren wurden bereits mit der Expression von Ge-

nen der EMT in Verbindung gebracht (Gonzalez & Medici, 2014). Dazu zählen 

die Transkriptionsfaktoren Snail1 and Snail2, sowie andere basic-helix-loop-he-

lix-(bHLH)-Transkriptionsfaktoren wie zinc-finger-E-box–binding homeobox 1 

(ZEB1), ZEB2 und Twist (Gonzalez & Medici, 2014). Diese haben gemein, dass 

sie auf der einen Seite zu einer verminderten Expression von E-Cadherin, Clau-

din sowie zonula occludens protein 1 (ZO-1) führen und auf der anderen Seite 

die Expression von mesenchymalen Markern wie N-Cadherin, Vimentin, α-

smooth muscle actin (α-SMA), Fibronectin-1 und β-Catenin induzieren (Chen et 

al., 2015; Gao et al., 2018; Gonzalez & Medici, 2014; Nieto et al., 2016; Paolillo 

& Schinelli, 2019). ZO-1 sowie E-Cadherin sind funktionell an der Aufrechterhal-

tung der Zell-Zell-Adhäsion beteiligt, welche für die Wahrung der epithelialen 

Struktur von Bedeutung ist (Lee et al., 2007). Alpha-SMA ist ein intrazelluläres 

kontraktiles Protein des Zytoskelettes, das bei der Zellbewegung eine Rolle spielt 

und bei der zellulären Transformation in Myofibroblasten eine entscheidene Rolle 

spielt (Ding et al., 2021). Vimentin, ein weiteres zytoskelettales Protein, trägt zur 

Stabilisierung der Zellstruktur während der Zellmigration bei (Lee et al., 2007). 

Fibronectin spielt eine Rolle bei der Ablagerung von Mikrofibrillen, insbesondere 

bei fibrotischen Prozessen (Chen et al., 2015). Der TGF-β Signalweg trägt über 

einen small worm phenotype mothers against decapentaplegic (SMAD)-abhän-

gigen oder -unabhängigen Mechanismus zur EMT bei (Xu et al., 2009). Im 

SMAD-abhängigen Weg kommt es nach Ligandenbindung am TGF-β-Rezeptor 

zur Rekrutierung der Transkriptionsfaktoren SMAD2 und SMAD3, die zusammen 

mit anderen Molekülen so genannte SMAD-Komplexe bilden und nach Translo-

kation in den Nucleus die Transkription von Schlüsselgenen der EMT induzieren 

(Gonzalez & Medici, 2014). Im SMAD-unabhängigen Signalweg kommt es durch 

Interaktion von TGF-b mit Signalwegen der jun N-terminal kinase (JNK) und der 

p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) zur EMT-Induktion (Zhou et al., 

2020). Im Wnt-1-β-Catenin-Signalweg folgt nach der Hemmung der Glykogen 

Synthase Kinase-3β (GSK-3β) eine Anreicherung von β-Catenin im Zytoplasma 

und anschließend die Translokation von β-Catenin in den Nucleus (Liu et al., 

2022). Das nukleare β-Catenin bindet dann an die Transkriptionsfaktoren für 
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Snails, was zu einer erhöhten Expression von Snail und zur Progression der EMT 

führt (Zhou et al., 2020). Weitere im Zusammenhang mit der EMT beschriebene 

Signalwege sind der Notch- sowie der Hegdehog-Signalweg, wobei bei der EMT 

von einer Überlappung und Synergie der einzelnen Signalwege ausgegangen 

wird (Gonzalez & Medici, 2014). Die Variabilität und Komplexität der an der EMT 

beteiligten Signalwege machen deutlich, dass ein potenzieller Inhibitor der EMT 

auf verschieden Ebenen in die pathologische Signalkaskade modulatorisch ein-

greifen müsste (Chen et al., 2015). 

2.6 Galektin-1 

 

Galektine stellen eine Gruppe von 15 löslichen Proteinen aus der Familie der 

Lektine dar, die an β-galaktosidierte Zuckerreste oder ihre Derivate binden kön-

nen (Sethi et al., 2021). Grundlage für die spezifische Erkennung von kohlen-

hydrathaltigen Strukturen ist die carbohydrate recognition domain (CRD), wel-

che aus einer konservierten Abfolge von ca. 130 Aminosäuren besteht und in 

ihrer tertiären Struktur eine β-Faltblatt-Struktur annimmt (Blanchard et al., 2016; 

Sammar et al., 2019). Durch Röntgenkristallographie konnte gezeigt werden, 

dass in der quartären Anordnung zwei antiparallele β-Faltblätter eine „Sand-

wich-Form“ annehmen, die β-Galaktosid-Epitope binden können (vgl. Abb. 4 B) 

(Rapoport et al., 2008; Rini & Lobsanov, 1999). Diese β-Galaktosid-Epitope 

sind Di- bis Tetrasaccharid-Sequenzen, welche in Oligosaccharid-Modifikatio-

nen (N- und O-Glykane) von Glykoproteinen und Glykolipiden weit verbreitet 

sind (Nabi et al., 2015). Zudem können Galektine, insbesondere im Zytosol und 

im Nucleus, auch mit Liganden interagieren, die keine β-Galactose enthalten 

(Johannes et al., 2018). Diese Multivalenz sowie die weitreichende Verbreitung 

der Liganden bedingen, dass Galektine eine Vielzahl von zellulären Prozessen, 

wie beispielsweise Migration, Transport- und Signalwege, Apoptose, prä-

mRNA-Spleißen sowie Interaktionen mit der EZM beeinflussen können (Laaf et 

al., 2019; Sammar et al., 2019). Die Funktion der Galektine wird weiterhin durch 

eine Abhängigkeit der Interaktion vom Glykosilierungsstatus der potenziellen 

Bindungspartner diversifiziert (Priglinger et al., 2016).  
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Galektine können aufgrund ihrer Struktur in drei unterschiedliche Typen unter-

teilt werden (vgl. Abb. 4) (Hirabayashi & Kasai, 1993; Rabinovich, 2005). Die 

erste Gruppe stellen die Prototyp-Galektine dar, die nur eine CRD besitzen und 

entweder als Monomere (Galektin-5, -10 und -14) oder als nichtkovalente Di-

mere (Galektin-1, -2, -7, -11) vorliegen (vgl. Abb. 4 A) (Rapoport et al., 2008). 

Die zweite Gruppe umfasst die Tandemtyp-Galektine-4, -6, -8, -9 und -12, die 

durch das Vorhandensein von zwei CRDs gekennzeichnet und durch ein kurzes 

Linker-Peptid verbunden sind (vgl. Abb. 4 D) (Rabinovich, 2005).  

Galektin-3 ist der einzige Vertreter des Chimera-Typs und kann in hoher Kon-

zentration N-terminal zu Pentameren multimerisieren und ist daher besonders 

befähigt „gitterartige“ Quervernetzungungen („lattices“) zu bilden (vgl. Abb. 4 C) 

(Modenutti et al., 2019). Das Vorliegen von Galektinen wurde für alle drei Kom-

partimente der Zelle (nukleär, zytoplasmal, extrazellulär) beschrieben, wobei 

verschiedene Gewebe unterschiedliche Expressionsmuster der einzelnen Ga-

lektine aufweisen (Johannes et al., 2018). Da Galektine keine klassische Sig-

nalsequenz zur Sekretion besitzen, liegen diese vornehmlich zytoplasmatisch 

und nukleär vor (Yang et al., 2008). Erfolgt eine Sekretion wird angenommen, 

dass dies über einen nicht-klassischen, vermutlich exosomalen Sekretionsweg 

geschieht (Nabi et al., 2015). Galektin-1 (Gal-1) ist ein 14 kDa großes Prototyp-

Galektin, welches entweder als Monomer oder als non-kovalentes Homodimer 

mit je einer CRD pro Untereinheit vorliegt (vgl. Abb. 4 A und B) (Astorgues-

Xerri, Riveiro, Tijeras-Raballand, Serova, Neuzillet, et al., 2014). Das dynami-

sche Gleichgewicht der Homodimerisierung wird hierbei im Wesentlichen von 

der Konzentration beeinflusst (Cutine et al., 2021). 
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Abbildung 4: Darstellung der unterschiedlichen Galektin-Typen sowie der Struktur von 
Galektin-1 (modifiziert nach Mariño, Cagnoni et al., 2023 und Modenutti, Capurro et al., 2019): 
Dargestellt sind die unterschiedlichen Galektin-Typen sowie jeweils mit schematischer Darstel-
lung deren Möglichkeit der „lattice“-Formierung durch Interaktion mit mehreren glykosylierten 
Liganden auf der Zelloberfläche und/oder extrazellulären Matrix-Glykoproteinen. Die halbmond-
förmige Struktur repräsentiert jeweils eine carbohydrate recognition domain (CRD): A Prototyp-
Galektine B Die Struktur von Galektin-1 als Vertreter der Prototyp-Galektine C Chimäre-Ga-
lektine D Tandemtyp-Galektine  

 

Das LGALS-1-Gen auf Chromosom 22q12 kodiert für ein 0,6 Kilobasen langes, 

aus 6 Exons bestehendes Transkript, aus welchem das aus 165 Aminosäuren 

bestehende Gal-1 translatiert wird (Camby et al., 2006). Bei der Regulation der 

Gal-1 Expression spielt insbesondere die Methylierung in der Promotorregion 

eine entscheidende Rolle (Camby et al., 2006). In der Literatur werden ver-

schiedenen Transkriptionsfaktoren, darunter hypoxia induced factor-1α (HIF-

1α), nuclear factor-κB und activator protein-1 als Regulatoren der Gal-1 Expres-

sion beschrieben (Kanda et al., 2015). Gal-1 kann sowohl in einem reduzierten 

als auch oxidierten Zustand vorliegen, wobei im oxidierten Zustand keine Bin-

dung von β-Galaktosid-Epitopen mehr möglich ist (Ito et al., 2012). Bemerkens-

wert ist dabei die Tatsache, dass Gal-1 nur in seinem monomeren Zustand oxi-

diert werden kann (Cutine et al., 2021). Gal-1 liegt vornehmlich intrazellulär, 
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aber auch zu einem gewissen Anteil extrazellulär vor und wird mit einer Vielzahl 

von zellulären Prozessen wie Proliferation, Migration, Adhäsion sowie Apoptose 

in Verbindung gebracht (Astorgues-Xerri, Riveiro, Tijeras-Raballand, Serova, 

Neuzillet, et al., 2014; Camby et al., 2006).  

So konnte nachgewiesen werden, dass Gal-1 mit onkogenem H-Ras interagiert, 

dieses stabilisiert und damit zu einer mitogenen Signalverstärkung beiträgt 

(Blaževitš et al., 2016). In diesem Zusammenhang wurde weiterhin gezeigt, 

dass die Interaktion von Gal-1 mit dem EGF-Signalweg den Ruhezustand von 

Ras-GTP/Ras-GDP sowohl im basalen Zustand als auch nach EGF-Stimulation 

in Richtung Ras-GTP verschiebt und damit die Signaltransduktion des EGF-Re-

zeptors verstärkt (Elad-Sfadia et al., 2002). Die direkte, signalverstärkende In-

teraktion über Zuckerreste am fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) un-

terstreicht weiterhin den proproliferativen und antiapoptotischen Einfluss von 

Gal-1 (Chong et al., 2016). Im Zuge der EMT von hepatozellulären Karzinomen 

vermittelt Gal-1 über den Wnt-Signalweg die nukleäre Translokation von β-

Catenin und somit die Genexpression von Cyclin D1 und c-Myc (Zhang et al., 

2016). Bei Magenkarzinomen wurde eine Überexpression von Gal-1 mit erhöh-

ter Invasivität und Metastasierungsfähigkeit in Verbindung gebracht, wobei pa-

thophysiologisch eine Induktion der EMT gastraler Epithelzellen durch Gal-1 

über den Hedgehog-Signalweg postuliert wird (Chong et al., 2016). Über eine 

Assoziation mit RhoA, einem Protein, welches an dem Auf- und Abbau von Ak-

tin-Polymeren beteiligt ist, moduliert Gal-1 den zytoskellettalen Aufbau und trägt 

zu erhöhter Zellmobilität bei, beispielsweise in Glioblastomazellen (Camby et 

al., 2002). In Myofibroblasten induziert Gal-1, vermittelt über reaktive oxygen 

species (ROS) und den neuropilin-1/Smad3-Signalweg, eine Aktivierung der 

Proliferation und Migration (Lin et al., 2015). Im nukleären Kompartiment ist Ga-

lektin-1 über eine Assoziation mit Gem Nuclear Organelle Associated Protein 4 

(Gemin4) an der posttranskriptionalen Modifikation von prä-mRNA beteiligt, 

weswegen auch eine Einflussnahme auf die Genexpression diskutiert wird 

(Park et al., 2001; Wang et al., 2011). Extrazellulär moduliert Gal-1 über ver-

schiedene Glykokonjugat-Liganden (z.B. Laminin, Fibronectin, Integrine und 

Ganglioside) Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen und reguliert damit Pro-

zesse wie Entzündung und Tumor-Progression (Dings et al., 2018; Hirbe & 

Gutmann, 2019). Der Einfluss von Gal-1 auf unterschiedliche zellbiologische 
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Prozesse zeigt sich auch im Zusammenhang mit verschiedenen Pathologien 

des hinteren Augenabschnittes: 

In in-vivo-Modellen der AMD bei Mäusen wurde ein Zusammenhang von Gal-1-

Überexpression mit retinaler Neovaskularisation und Fibrosierung festgestellt, 

wobei pathophysiologisch eine Verstärkung der TGF-β1 vermittelten EMT sowie 

eine Co-Lokalisation von Gal-1 mit dem VEGF-Rezeptor 2 angenommen wird 

(Wu et al., 2019). Im Rahmen der proliferativen diabetischen Retinopathie 

(PDR) zeigte sich in Glaskörperproben von Patienten mit PDR eine erhöhte 

Konzentration an Gal-1 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Weiterhin konnte eine 

positive Korrelation zwischen Gal-1 und VEGF, dem wesentlichen angiogenen 

Faktor der PDR, und im Mäusemodell eine durch Gal-1 vermittelte Induktion der 

VEGF-Expression in Müllerzellen gezeigt werden (Abu El-Asrar et al., 2020). In-

teressanterweise scheint der anti-VEGF-Antikörper Afilbercept, der zu intravitre-

alen Therapie des diabetischen Makulaödems eingesetzt wird, eine neutralisie-

rende Wirkung auf Gal-1 zu haben (Liberski et al., 2022; Wu et al., 2019). Diese 

Beobachtungen lassen eine Beteiligung von Gal-1 an der Pathogenese der 

PDR vermuten (Abu El-Asrar et al., 2020; Kanda et al., 2015; Ridano et al., 

2017). Im Rahmen von Untersuchungen der autoimmunen Uveitis konnte ge-

zeigt werden, dass erhöhte Antikörper gegen Gal-1 mit einer Progressivität der 

Erkrankung und einer eingeschränkten Prognose einhergehen (Romero & 

Gabius, 2019). Gal-1 wird in der Literatur vorwiegend als immunsuppressives 

Zytokin beschrieben (Cutine et al., 2021; Huang et al., 2021; Valli et al., 2023). 

Bezüglich seiner immunsuppresiven Funktion im Rahmen der autoimmunen 

Uveitis wird angenommen, dass zum einen Gal-1 vermehrt ins Kammerwasser 

abgegeben wird und zum anderen RPE-Zellen der Aktivierung von T-Zellen 

über Gal-1 vermittelte Mechanismen entgegensteuern (Ishida et al., 2003; 

Romero & Gabius, 2019). Im Zusammenhang mit der PVR konnte eine Co-Lo-

kalisation von Galektin-1 mit Laminin und Fibronectin in der EZM von PVR-

Membranen gezeigt werden (Alge et al., 2006). Die Hypothese, dass Gal-1 im 

Verlauf der PVR-Entwicklung eine modulatorische Funktion einnimmt, begrün-

det sich auf folgender Beobachtung: In der Pathogenese der PVR durchlaufen 

RPE-Zellen eine EMT, migrieren epiretinal und tragen zur Fibrosierung und In-

flammation bei (Zhou et al., 2020). In vitro zeigte sich eine positive Korrelation 
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von Gal-1-Expressionsleveln und eine Dedifferenzierung von RPE-Zellen, wo-

hingegen exogen hinzugegebenes Gal-1 die Zelladhäsion sowie Migration ne-

gativ beeinflusste (Alge et al., 2006; Alge-Priglinger et al., 2009). Weiterhin 

wurde im Rahmen der PVR eine Interaktion von Gal-1 mit dem low-density lip-

oprotein und PDGF an dedifferentierten RPE-Zellen sowie eine Gal-1 vermit-

telte Quervernetzung mit Integrin-β1 festgestellt (Obermann et al., 2017).  

Bezüglich der Interaktion von PDGF und Gal-1 sind weiterhin die Beobachtun-

gen von Wu, Chen et al., 2017 von besonderem Interesse: Hier konnte bei der 

Untersuchung von hepatischen Sternzellen (HSCs) gezeigt werden, dass Gal-1 

auf der Zelloberfläche von aktivierten HSCs erleichtert bindet und dadurch Sig-

nalwege von PDGF und TGF-β verstärkt. Diese Signalwege förderten wiederum 

die Migration und Aktivierung von HSCs. Auf der anderen Seite unterdrückte die 

Blockierung der Gal-1-Expression die Migration sowie die Signalwege, die 

durch PDGF und TGF-β1 ausgelöst werden (Wu et al., 2017). Bezüglich der 

Kanzerogenese in verschieden epithelialen Geweben wurden zudem weitere 

durch Gal-1 modulierte Signalwege (TGF-β1, Hedgehog, PI3K/AKT) identifi-

ziert, die zur Entstehung einer EMT von Epithelzellen beitragen (Paz et al., 

2001; You et al., 2019; Zhang et al., 2016). Nicht zuletzt stellte man in RPE-Zel-

len von Gal-1-defizienten Mäusen eine verminderte Expression von EMT-spezi-

fischen Genen sowie eine verminderte SMAD2 Phosphorylierung fest (Wu et 

al., 2019). Diese Erkenntnisse weisen also auf die Möglichkeit einer Beteiligung 

von Galektin-1 in der Fibrosereaktion der PVR hin und machen ersichtlich, wa-

rum die therapeutische Inhibition von Galektin-1 aktueller Gegenstand der For-

schung ist.  

2.7 Galektin-1 Inhibitoren 

 

Unterschiedliche Substanzklassen wurden bereits als mögliche Inhibitoren für 

Galektin-1 beschrieben: Dazu gehören kleine chemische Inhibitoren, natürliche 

Polysaccharide, Peptide, Peptidomimetika sowie biologische Substanzen, wie 

small interfering RNA (siRNA), Aptamere und neutralisierende monoklonale An-

tikörper (Mariño et al., 2023). Als einer der potentesten Inhibitoren wurde das 
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Peptid Anginex identifiziert. Aufgrund ungünstigen pharmakokinetischen Eigen-

schaften wurde dieses zu einem nicht-peptidischen niedermolekularen Topomi-

metikum mit der Bezeichnung OTX008 weiterentwickelt. Topomimetikum bezieht 

sich in diesem Zusammenhang auf den vergleichbaren hydrophoben Aufbau von 

Aminosäuren und einer ähnlichen Oberflächentopologie von OTX008 mit der von 

Anginex (vgl. Abbildung 4) (Astorgues-Xerri, Riveiro, Tijeras-Raballand, Serova, 

Rabinovich, et al., 2014; Thijssen et al., 2006). 

OTX008 wirkt zum einen durch die Hemmung der spezifischen Kohlenhydratbin-

dung von Galektin-1 und zum anderen dadurch, dass es nach Bindung an Ga-

lektin-1 dessen Oxidation bedingt, wodurch es zu dessen proteasomalen Abbau 

kommt (Astorgues-Xerri, Riveiro, Tijeras-Raballand, Serova, Rabinovich, et al., 

2014; Dings et al., 2012). 

 

 

Abbildung 5: Der molekulare Aufbau von Anginex und OTX008 sowie Darstellung der In-
teraktionsstellen mit Galektin-1 (modifiziert nach Mariño, Cagnoni et al., 2023): Dargestellt ist: 
A der molekulare Aufbau von Anginex B der molekulare Aufbau von OTX008 C die Interaktions-
stelle von OTX-008 im Bereich der β-Faltblatt-Konfiguration von Galektin-1 (rot = starke Interak-
tion, gelb = moderate Interaktion) 
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Im Bereich der antineoplastischen Therapie wurden bereits positive Ergebnisse 

bei der Verwendung von Gal-1-Inhibitoren und OTX008 erzielt: So konnte in vitro 

und im Mäusemodell eine antineoplastische Wirksamkeit im Rahmen des 

Mammakarzinoms (Dalotto-Moreno et al., 2013), des Ovarialkarzinoms 

(Astorgues-Xerri, Riveiro, Tijeras-Raballand, Serova, Rabinovich, et al., 2014), 

von Kopf-, Hals- und Schilddrüsentumoren (Gheysen et al., 2021; Koonce et al., 

2017) und beim Leberzellkarzinom (Leung et al., 2019) gezeigt werden. Zudem 

hat OTX008 erfolgreich eine Phase-I-Studie abgeschlossen (Delord et al., 2013). 

Damit einhergehend konnte im Rahmen der Therapie von Plattenepithelkarzino-

men im Mausmodell gezeigt werden, dass OTX008 in der Lage war, das Tumor-

wachstum genauso effektiv wie Avastin zu hemmen (Koonce et al., 2017). 

Nicht zuletzt vor dem Hintergrund der Erfolgsgeschichte der intravitrealen Be-

handlung von neovaskulären Netzhauterkrankungen mit anti-VEGF-Therapeu-

tika scheint ein Analogieschluss in die Augenheilkunde sinnvoll. Erste wissen-

schaftliche Erkenntnisse von Trotta, Petrillo et al. 2022 zeigten bezüglich einer 

Galektin-1-Inhibition im Bereich der ophtalmologischen Forschung bereits posi-

tive Implikationen:  

In vitro konnte gezeigt werden, dass OTX008 die schädlichen Auswirkungen ho-

her Glukosekonzentrationen auf ARPE-19-Zellen blockiert. OTX008 reduzierte 

hierbei nicht nur die Gal-1-Konzentration, sondern auch die des pro-fibrotischen 

TGF-β und zeigte zudem anti-angiogene sowie antineoplastische Eigenschaften 

(Trotta et al., 2022). 
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2.8 Fragestellung  

 

Die Fragestellung des Forschungsvorhabens beruht zusammenfassend auf fol-

genden Überlegungen:  

Das RPE übernimmt zahlreiche chorioretinale Funktionen, wobei eine Dysfunk-

tion des RPEs ein entscheidender Faktor bei verschiedenen chorioretinalen Pa-

thologien (AMD, PDR, PVR) ist. Die proliferative Vitreoretinopathie ist eine po-

tenziell bis zur Erblindung führende Krankheit, die häufig als Komplikation nach 

einer Operation bei rhegmatogener Netzhautablösung auftritt und in welcher die 

epithelial-mesenchymale Transition von retinalen RPE-Zellen eine Hauptrolle 

spielt (Obermann et al., 2017). Da diverse zelluläre Mechanismen und Signal-

wege an der Entstehung der EMT beteiligt sind, sollte ein potenzieller Inhibitor 

der EMT auf verschiedenen Ebenen in die pathologische Signalkaskade modu-

latorisch eingreifen können. Galektine regulieren eine Vielzahl zellulärer Pro-

zesse, wie beispielsweise Migration, Transport- und Signalwege, Apoptose, prä-

mRNA-Spleißen sowie Interaktionen mit der EZM. Im Zusammenhang mit der 

EMT sowie in einer Reihe chorioretinaler Pathologien wurde das Galektin Gal-1 

als modulatorisches Molekül beschrieben. Nicht zuletzt zeigte die pharmakologi-

sche Inhibition von Galektin-1 bereits mögliche Anwendungsimplikationen. 

Wegweisend für die Fragestellung und das Design dieser Forschungsarbeit wa-

ren weiterhin die Erkenntnisse von Alge, Priglinger et al., 2006. In dieser Arbeit 

konnte mittels „knock down“-Experimenten gezeigt werden, dass die Inhibition 

von Gal-1 durch die temporäre Transfektion von RPE mit siRNA zu einer Re-

duktion der Migration von RPE-Zellen führt (Alge et al., 2006). In der si-RNA-

Methodik wird eine spezifische siRNA über Transfektion in die Zellen einge-

bracht und damit die Translation des entsprechenden Zielproteins zum Teil ge-

blockt („knock down“) (Li & Cha, 2007). Diese Methodik bringt jedoch folgende 

Limitationen mit sich: In Abhängigkeit von der Transfektionseffizienz, der Spezi-

fität der siRNA sowie unter der Berücksichtigung der Halbwertszeit des bereits 

vorhandenen Proteins kann durch diese Technik nur eine Reduktion des Pro-

teins erreicht werden, da auch die siRNA nur eine begrenzte Dauer in der Zelle 

aktiv ist (Capel et al., 2016). Weiterhin kommt es durch die Transfektion der Zel-

len mittels Lipofektion in der Regel zu einer Stressreaktion der Zellen, die unter 
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Umständen bis kurz vor die Durchführung der eigentlichen Experimente heran-

reichen kann (Fiszer-Kierzkowska et al., 2011). In der Zusammenschau lassen 

die über diese Technik gewonnenen Daten nur Rückschlüsse auf Prozesse un-

ter reduzierter Expression zu. Diese Limitationen in der siRNA-Methodik be-

gründen die Notwendigkeit der Etablierung einer stabilen Gal-1-defizienten 

„knock out“-Zellinie, um biologische Effekte, für die nur sehr geringe Proteinkon-

zentrationen notwendig sind, reproduzierbar und unter physiologischen Bedin-

gungen untersuchbar zu machen. 

Somit erfolgte in dieser Forschungsarbeit die Generierung und Charakterisie-

rung von Gal-1-defizienten, immortalisierten RPE-Zellen. Hierdurch sollte die 

Rolle von endogenem Gal-1 auf zellbiologische Prozesse von RPE-Zellen und 

damit deren potenzieller Einfluss auf die EMT sowie die Entwicklung von chorio-

retinalen Pathologien untersucht werden. Die neu erlangten Erkenntnisse über 

die Funktionen von Gal-1 im RPE sollten perspektivisch eine fundierte Evalua-

tion von Gal-1 oder Gal-1-Inhibitoren hinsichtlich der Prophylaxe und Therapie 

von proliferativen Netzhauterkrankungen ermöglichen. 
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3. Zusammenfassung 
 

Zu Beginn der Arbeit erfolgte zunächst die Evaluation der biologischen Vergleich-

barkeit der in den Untersuchungen verwendeten Zelllinie von ARPE-19 Zellen mit 

kultivierten, primären, menschlichen RPE-Zellen. Methodisch wurde dies durch 

eine Analyse des Expressionsmusters von RPE-spezifischen Genen in Form ei-

ner quantitativen real-time rt-PCR umgesetzt. Wir konnten zeigen, dass undiffe-

renzierte ARPE-19-Zellen unter Wachstumsbedingungen im Vergleich zu kulti-

vierten menschlichen RPE-Zellen eine niedrige Expression von Genen des 

Sehzyklus und der RPE-Pigmentierung aufwiesen. Im Gegensatz dazu zeigten 

sich die Marker für Stoffwechsel, Phagozytose, Zytoskelett und Sekretion bei 

ARPE-19-Zellen im Vergleich zu kultivierten menschlichen RPE-Zellen nur ge-

ringfügig oder moderat verändert.  

Die Generierung von Gal-1-defizienten ARPE-19-Zellen erfolgte mittels Trans-

fektion mit einem sgRNA-pCRISPR-Plasmid gegen das LGALS1-Gen, wobei das 

Plasmid zusätzlich kodierende Eigenschaften für die Expression eines grün fluo-

reszierenden Proteins (GFP) besaß. Das GFP-Signal in erfolgreich transformier-

ten Zellen ermöglichte eine Selektion von transformierten ARPE-19 Zellen mittels 

fluorescence-activated cell sorting (FACS). Die Bestätigung der Gal-1-Defizienz 

konnte anschließend mittels Western-Blot Analysen und Immunhistochemie er-

folgen. Phasenmikroskopische Untersuchungen zeigten bereits, dass Gal-1-de-

fiziente Zellen eine elongierte, spindelzellartige Morphologie annehmen. Um die 

Auswirkungen von Galektin-1 auf die Viabilität von ARPE-19-Zellen zu untersu-

chen, wurde die Menge an reduziertem NADH in ARPE-19- und in Gal-1-defizi-

enten ARPE-19-Zellen mittels eines WST-1-Assays gemessen. Nach 72 Stunden 

zeigten Gal-1-defiziente ARPE-19-Zellen eine signifikante Reduktion des WST-

1-Substratums auf (81,9 ± 1,3%, Mittelwert ± Standartfehler) im Vergleich zu den 

nativen ARPE-19-Zellen (100,0 ± 1,9; Mittelwert ± Standartfehler, p < 0,001). Um 

diesen Effekt auf Gal-1 zurückführen zu können, erfolgte die Inkubation von Gal-

1-defizienten ARPE-19-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an rekombi-

nantem Galektin-1, wobei eine geringe dosisabhängige Zunahme des WST-1-

Substratums festgestellt wurde. Untersuchungen der Proliferation durch Mes-

sung der Menge in die DNA inkorporierten Bromdesoxyuridins (BRDU) zeigte 

eine signifikant verringerte Proliferation von Gal-1-defizienten ARPE-19-Zellen 
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(78,3 ± 3,3%, Mittelwert ± Standartfehler) im Vergleich zu ARPE-19 (100,0 ± 

1,5%, Mittelwert ± Standartfehler, p < 0,001). In der Folge wurden Gal-1-defizi-

ente ARPE-19-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an rekombinantem 

Galektin-1 inkubiert, wobei hier eine deutliche dosisabhängige Zunahme der 

Proliferation beobachtet werden konnte. Zur Evaluation des Migrationsverhaltens 

erfolgte die Durchführung eines scratch-migration-assays, in welchem ein zell-

freier Korridor in einem konfluenten Zellrasen erzeugt und anschließend die re-

kolonialisierte Fläche in Prozent evaluiert wird. Hier zeigte sich bei Gal-1-defizi-

enten ARPE-19-Zellen ein vermindertes Migrationsverhalten (36.3 ± 2.5%, Mit-

telwert ± Standartfehler) im Vergleich zu ARPE-19 (46.0 ± 2.4%, Mittelwert ± 

Standartfehler, p = 0,014). Untersuchungen der Zelladhäsion ergaben, dass 30 

Minuten nach Aussaat signifikant mehr (32 ± 4%, Mittelwert ± Standartfehler, p < 

0.001) Gal-1-defiziente ARPE-19-Zellen Adhärenz zeigten als native ARPE-19-

Zellen (9 ± 8%, Mittelwert ± Standartfehler). Diese erhöhte Adhärenz blieb bis zu 

150 Minuten nach der Aussaat bestehen. Die Zugabe von rekombinantem-Ga-

lektin-1 führte im Gegenzug zu einer verringerten Adhärenz. Aufgrund der bereits 

beschrieben zellmorphologischen Auffälligkeit der Gal-1-defizienten ARPE-19-

Zellen erfolgte eine Evaluation hinsichtlich einer möglichen Induktion einer EMT 

durch fehlendes Gal-1. In der durchgeführten immunhistochemischen Färbung 

zeigte sich eine erhöhte Expression von α-SMA und N-Cadherin bei Gal-1-defi-

zienten ARPE-19 Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen. Zudem ergab sich 

eine erhöhte mRNA-Expression von α-SMA (p = 0,001) und N-Cadherin  

(p = 0,005). Diese Beobachtungen implizieren, dass im physiologischen Zustand 

Gal-1 zum differenzierten epithelialen Phänotyp von ARPE-19-Zellen beiträgt. 

Um zu untersuchen, ob Gal-1-defiziente ARPE-19-Zellen mit einer kompensato-

rischen Erhöhung der Expression von anderen Galektinen reagieren, erfolgte die 

Durchführung einer quantitativen real-time rt-PCR. Für Galektin-8 konnte eine 

gesteigerte Expression (p = 0,034) festgestellt werden. Dies deutet stark darauf 

hin, dass eine Gal-1-Defizienz zu einer kompensatorisch gesteigerten Expres-

sion von Galektin-8 in ARPE-19-Zellen führt. Für Galektin-3 wiederum konnte 

keine gesteigerte Expression festgestellt werden. 

Zusammenfassend lassen unsere Experimente die Schlussfolgerung zu, dass 

das komplette Fehlen von Galektin-1 in ARPE-19-Zellen zu einer verringerten 

Proliferation, Viabilität und Migration sowie zu einer gesteigerten Adhäsion führt. 
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Weiterhin konnten wir zeigen, dass ein komplettes Fehlen von Gal-1 in ARPE-

19-Zellen eine EMT hin zu einem mesenchymalen Phänotyp bewirkt. 
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4. Abstract (English) 
 

At the beginning of the study, the biological comparability of the ARPE-19 cell 

line used in the investigations with cultured primary human retinal pigment epi-

thelial (RPE) cells was evaluated. This was methodically achieved by analyzing 

the expression pattern of RPE-specific genes using quantitative real-time rt-PCR. 

Undifferentiated ARPE-19 cells, under growth conditions, exhibited lower expres-

sion of genes related to the visual cycle and RPE pigmentation compared to cul-

tured human RPE cells. However, markers for metabolism, phagocytosis, cyto-

skeleton, and secretion in ARPE-19 cells showed only slight or moderate 

changes compared to cultured human RPE cells. 

Gal-1-deficient ARPE-19 cells were generated by transfection with an sgRNA-

pCRISPR plasmid targeting the LGALS1 gene, which also encoded green fluo-

rescent protein (GFP). Successful transformation was confirmed by GFP signal, 

allowing selection of transformed ARPE-19 cells through fluorescence-activated 

cell sorting (FACS). Confirmation of Gal-1 deficiency was subsequently per-

formed through Western blot analyses and immunohistochemistry. Phase-con-

trast microscopy revealed an elongated, spindle-shaped morphology in Gal-1-

deficient cells. To investigate the effects of Gal-1 on the viability of ARPE-19 cells, 

the amount of reduced NADH in ARPE-19 and Gal-1-deficient ARPE-19 cells was 

measured using a WST-1 assay. After 72 hours, Gal-1-deficient ARPE-19 cells 

showed a significant reduction in WST-1 substrate (81.9 ± 1.3%, mean ± standard 

error) compared to native ARPE-19 cells (100.0 ± 1.9; mean ± standard error, p 

< 0.001). To attribute this effect to Gal-1, Gal-1-deficient ARPE-19 cells were in-

cubated with various concentrations of recombinant Gal-1, revealing a dose-de-

pendent increase in WST-1 substrate. Proliferation, assessed by measuring bro-

modeoxyuridine (BrdU) incorporated into DNA, showed significantly reduced pro-

liferation in Gal-1-deficient ARPE-19 cells (78.3 ± 3.3%, mean ± standard error) 

compared to ARPE-19 (100.0 ± 1.5%, mean ± standard error, p < 0.001). Incu-

bation of Gal-1-deficient ARPE-19 cells with different concentrations of recombi-

nant Gal-1 led to a dose-dependent increase in proliferation. A scratch migration 

assay demonstrated reduced migration behavior in Gal-1-deficient ARPE-19 cells 

(36.3 ± 2.5%, mean ± standard error) compared to ARPE-19 (46.0 ± 2.4%, mean 
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± standard error, p = 0.014). Cell adhesion studies revealed significantly in-

creased adhesion in Gal-1-deficient ARPE-19 cells (32 ± 4%, mean ± standard 

error, p < 0.001) compared to native ARPE-19 cells (9 ± 8%, mean ± standard 

error) 30 minutes after seeding, persisting up to 150 minutes after seeding. Addi-

tion of recombinant Gal-1 resulted in decreased adhesion. Due to the observed 

morphological abnormalities in Gal-1-deficient ARPE-19 cells, an evaluation re-

garding the induction of epithelial-mesenchymal transition (EMT) was performed. 

Immunohistochemical staining showed increased expression of α-SMA and N-

cadherin in Gal-1-deficient ARPE-19 cells compared to control cells. Additionally, 

increased mRNA expression of α-SMA (p=0.001) and N-cadherin (p=0.005) was 

observed. These findings imply that Gal-1 contributes to the differentiated epithe-

lial phenotype of ARPE-19 cells under physiological conditions. 

 

To investigate whether Gal-1-deficient ARPE-19 cells respond with compensa-

tory increased expression of other galectins, a quantitative real-time rt-PCR was 

conducted. Testing for galectin-3 and -8 was performed as both galectins are 

expressed in the retina's RPE region, representing different subtypes of galectins, 

and have been associated with pathological retinal diseases. (Caridi, Doncheva 

et al. 2021). An increased expression of galectin-8 (p=0.034) was observed, 

strongly suggesting that Gal-1 deficiency leads to compensatory upregulation of 

galectin-8 in ARPE-19 cells. However, no increased expression of galectin-3 was 

found. 

In summary, our experiments suggest that the absence of Gal-1 in ARPE-19 cells 

leads to reduced proliferation, viability, and migration, along with increased ad-

hesion. Complete lack of Gal-1 in ARPE-19 cells appears to induce EMT towards 

a mesenchymal phenotype. 
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