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Abkürzungen

AK Antikörper

AMD altersbedingte Makuladegeneration

AP Alkalische Phosphatase

AT III Antithrombin III

BCA Bicinchonin Säure (bicinchonin acid)

bFGF basic fibroblast growth factor

BSA Serumalbumin aus dem Rind (bovine serum albumin)

CNV choroidale Neovaskularisation

CRALBP cellular retinaldehyde binding protein

DMSO Dimethylsulfoxid

ECGF Endothelzellen Wachstumsfaktor (endothelial cell growth factor)

ECM Extrazelluläre Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

F99 1:1 Mediummischung aus Ham’s F12 und Medium 199

FCS Fetales Kälberserum (fetal calf serum)

FGF Fibroblasten Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor)

FITC Fluoreszein Isothiozyanat

g Erdbeschleunigung

GAM Immunglobulin aus der Ziege gegen Maus (goat anti mouse)

GFAP glial fibrillary acidic protein

HCEC Humane korneale Endothelzellen (human corneal endothelial

cells)

HRPO Meerrettich-Peroxidase (Horseradish-Peroxidase)

HUVEC Humane vaskuläre Endothelzellen aus der Nabelschnurvene

(human umbilical vascular endothelial cells)

IF 1:1 Mediummischung aus Iscove’s modifiziertem Dulbeccos Medium

und Ham’s F12

Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin G

IPM Interphotorezeptormatrix

kD kilo Dalton

LSAB-2 Labelled  Streptavidin Biotin-2

LWM low molecular weight marker

MG Molekuklargewicht

NBT Nitroblau tetrazolium

N-CAM neural cell adhesionsmolecule

NCS Serum vom neugeborenen Kalb (newborn calf serum)
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NSE Neuronenspezifische Enolase (neuron specific enolase)

PAGE Polyacrylamide Gelelektrophorese

RBP Retinol bindendes Protein

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate-buffered-saline)

PBT PBS + 0,1% Tween 20

PVP Polyvidon-Iod

PVR Proliferative Vitreoretinopathie

RM Rainbow marker

RPE Retinales Pigmentepithel

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate)

SNV Subretinale Neovaskularisation

TGF transforming growth factor

Tris Trishydroxymethylaminomethan

UEA-1 Ulex europaeus Agglutinin 1

UKE Universitätskrankenhaus-Eppendorf

vWF von Willebrand Faktor, Faktor VIII
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1.       Einleitung

1.1.    Das Retinale Pigmentepithel (RPE) in vivo

Die Netzhaut des menschlichen Auges ist ein 0,1 bis 0,5 mm dünnes, lichtdurchlässiges Gewebe,

mit dem im histologischen Schnitt (Abbildung 1) dargestellten Schichtenaufbau. Die äußere Schicht

bildet das RPE, die inneren, wesentlich komplexer aufgebauten Strukturen, werden als

neurosensorische Netzhaut bezeichnet.

Die neurale Retina und das RPE haben einen gemeinsamen, ektodermalen Ursprung (Vinores et al.,

1995). Das RPE entwickelt sich in der dritten Schwangerschaftswoche aus dem äußeren Ektoderm

(Coulombre, 1979). Ihm lagert sich nur wenig später die neurosensorische Retina aus dem einge-

stülpten inneren Ektoderm an.

Die dunkelbraune Farbe des RPE entsteht durch das Melanin, welches intrazellulär im Laufe der

Entwicklung synthetisiert wird. Zunächst werden Prämelanosomen mit einer im Vergleich zu aus-

gereiften Melanosomen erhöhten Tyrosinaseaktivität gebildet, in denen dann das Melanin mittels

Tyrosinase entsteht. Sind die Melanosomen ausgereift und voll pigmentiert, nimmt die

Tyrosinaseaktivität ab und  reife Melaningranulae verbleiben im Zellinneren ( Zhao et al., 1997).

Dieser Prozeß findet seinen Abschluß vor Geburt.
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Abbildung 1: Histologischer Schnitt durch die Netzhaut mit basal angrenzendem

                      retinalen Pigmentepithel (aus Atlas der Augenkrankheiten, D.J.Spalton et al.,

                     2. Auflage,et al., 1996, S. 313)

Das RPE bildet die äußere Schicht der Retina und befindet sich zwischen den apikal gelegenen

Außensegmenten der Photorezeptoren und der basal liegenden Aderhaut. Es erstreckt sich von der

Austrittsstelle des Nervus Opticus über die Ora serrata und endet in der pars plana des Ziliarkör-

pers. Als Erstbeschreiber der Morphologie des RPE gilt Jones, der bereits 1833 einen Monolayer

aus hexogonalen Zellen entdeckte. 1938 gelang es dann erstmals Wolff das RPE mit Hilfe der

indirekten Ophthalmoskopie in vivo zu sehen. Seitdem haben zahlreiche wissenschaftliche Arbeits-

gruppen die Morphologie des RPE untersucht (Bairati und Orzales, 1963, Lerche, 1963 a,b, Hogan,

1972) und wie folgt beschrieben. Es handelt sich beim RPE um einen einschichtigen Zellrasen,

bestehend aus hexagonalen Epithelzellen, der durch einen hohen Gehalt an Pigment (Melanin)

charakterisiert ist.

Größe, Form und Melaningehalt des RPE variieren abhängig von seiner Lage innerhalb des Auges

und vom Alter. So beträgt die Größe einer RPE Zelle am hinteren Augenpol bei jugendlichen Er-

wachsenen 14x14µm (Tso und Friedmann, 1967), während sie im Bereich der ora serrata  verbrei-

tert (60µm) und abgeflacht erscheinen (Hogan, 1971).

Mit zunehmendem Alter werden die Zellen größer und der Melaningehalt in der Makulazone, der

dort von Anfang an höher ist als in der Peripherie, nimmt zu (Usher, 1906). Daher erscheint die

Makula bei der Fundusspiegelung dem Kliniker dunkler. Während das RPE bis zum 2. Lebensjahr

eine Fläche von 8 mm2 einnimmt, steigt seine Fläche durch Wachstumsprozesse bis zum 45. Le-

bensjahr auf 11 mm2. Die Anzahl der Zellen in dieser Zeit beträgt gleichbleibend ca. 400000 (Vinores

et al., 1995), da sie in vivo mitotisch inaktiv sind (Campochiaro et al., 1991).
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1.2     Morphologie und Funktion der RPE Zellen

Das RPE ist eine der wichtigsten Zellagen im visuellen System und übernimmt vielfältige Funktio-

nen. Es ist, wie die meisten einfachen Epithelien, durch eine Schicht dichtgepackter Zellen organi-

siert, die angrenzende Gewebebestandteile trennt, wie in der Abbildung 2 zu erkennen ist. Die

apikale, basale und laterale Zelloberfläche weisen unterschiedliche Funktionen auf (Mircheff et al.,

1990).

Die apikale Oberfläche der RPE Zellen besteht aus unterschiedlich langen Mikrovilli und

Mikroplicae, die die Außensegmente der Photorezeptoren umgeben (Matsumoto et al., 1990). Die

Aufgabe der Villi besteht darin, die abgeschilferten Außensegmente der Photorezeptoren zu

phagozytieren und durch Bildung von Phagosomen den Abtransport der Stoffwechselprodukte zu

gewährleisten (Spitznas und Hogan, 1970, Feeney, 1973).

Die Interphotorezeptormatrix (IPM) befindet sich zwischen den Photorezeptoren und dem RPE.

Sie wird durch den ständigen Erneuerungsprozeß der Außensegmente der Photorezeptoren und

deren Phagozytose kontinuierlich umgebaut. Zur Photorezeptorregeneration synthetisiert das RPE

basic fibroblast growth factor (bFGF) (Schweigerer et al.,1987) und sezerniert diesen in die IPM

(Faktorovich et al., 1990).

Desweiteren zeigt bFGF einen signifikanten Effekt auf die Differenzierung des RPE, der sich in

einer Inhibierung des Wachstums und einer Stimulierung der Melaninproduktion äußert

(Campochiaro und Hackett, 1993).

Abbildung 2: Inter-und intrazelluläre Anatomie der RPE Zelle (aus Atlas für

                      Augenerkrankungen, D.J.Spalton et al., 1996, S. 314)
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Als basale Grenze fungiert die pentalamelläre Bruch’sche Lamina, die über Hemidesmosomen mit

dem RPE verbunden ist. Die Basalmembran der RPE  Zellen hat Einfältelungen, die sich mehr als

1µm in das Zytoplasma der  Zelle erstrecken und zur darunterliegenden Bruch’schen Schicht einen

Abstand von ca. 0,1µm aufweisen. Die Fibrillen der Basalmembran reichen in die Bruch’sche Lamina

und gewährleisten die Anheftung der RPE Zellen.

Den lateralen Kontakt zwischen den RPE Zellen bilden tight-junctions oder auch zonulae occludentes,

sowie Desmosomen und zonulae adherentes. Die zonulae occludentes bilden das morphologische

Korrelat der äußeren Blut-Retina-Schranke, die nur niedermolekulare Substanzen von der Ader-

haut in die Netzhaut passieren läßt (Shakib et al., 1972). Diese lateralen Zellkontakte stellen eine

selektive Permeabilitätsbarriere des RPE dar. Die Desmosomen fungieren hierbei nicht als eine

Barriere, sondern sind an interzellulären Adhäsionprozessen beteiligt und treten diskontinuierlich

auf (Marshall et al., 1992).

Die zonulae adherentes gewährleisten die Erhaltung der polygonalen Zellform. Sie sind bei der

Bildung eines Netzes aus dem Mikrofilament Aktin mitbeteiligt (Miceli and Newsome, 1996).

Eine Eigenschaft des RPE ist seine Pumpfunktion, wobei es die Flüssigkeit  aktiv aus dem

subretinalen Spalt in die Chorioidea transportiert und auf diese Weise eine Adhäsion zwischen RPE

und Retina schafft. Der Transport von Flüssigkeit aus dem Glaskörper über die Retina in die

Chorioidea erfolgt über ein Ionen-Transport-System mit Hilfe von Enzymen, wie der Na-K-ATPase

und der alkalischen Phosphatase (McLaren et al., 1993). Diese befinden sich im apikalen Bereich

der Zelle. Eine spezifische epitheliale Eigenschaft des RPE ist seine Polarität, die sich durch die

veränderte Proteinzusammensetzung der apikalen und basalen Membranen auszeichnet und zur

Aufrechterhaltung des Wasser- und Ionenhaushaltes der Zelle dient.

Zu den optischen Funktionen des Melanins gehört die Absorbtion von Licht und die Reduktion der

Streustrahlung, die durch das einfallende Licht verursacht wird.

Sarna (1992) postulierte die protektive Rolle des Melanins, welches redoxaktive Metallionen bin-

det und so in einen effizienter Entgiftungsprozeß eingeht. Am retinoiden Zyklus ist das RPE betei-

ligt durch die Synthese und Speicherung von Retinylestern, der Isomerisation von all-trans-Retinoiden

zu 11-cis-Retinoiden, der Umwandlung von Retinol zu Retinal und dem Transport der Retinoide

(Flood et al., 1983; Flannery et al., 1990).

1.3.    Das Retinale Pigmentepithel in vitro

Während das RPE in vivo nur wenig Proliferationspotential aufweist, wird unter pathologischen

Bedingungen Zellproliferation gefunden. Bei okulären Degenerationen und Wundheilungsstörungen

(Machemer und Laqua; 1975)  in vivo wird ebenfalls ein erneutes Zellwachstum beschrieben.

Die Zellkultur bietet ein Modell zum Studium spezieller Funktionen und Charakteristiken des RPE

unter kontrollierten Bedingungen. Dabei sind bestimmte Anforderungen an die kultivierte Zelle,

wie der Erhalt der Vitalität, der Funktion und des Differenzierungsgrades, zu stellen. RPE Zellen

formen sich zu einem Monolayer hexagonalen Zellen und weisen als epitheliales Charakteristikum
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ein Keratin-haltiges Zytoskelett auf. Durch die Subkultivierung verlieren humane RPE Zellen ihren

differenzierten Phänotyp und viele ihrer epithelialen Eigenschaften. So sinkt der Melaningehalt der

Zelle und die polarisierte, kopfsteinpflasterartige Morphologie innerhalb des Monolayers geht ver-

loren. Es bilden sich fibroblastoide, elongierte Zellen mit zytoplasmatischen Ausläufern, die mehr-

schichtig wachsen (Davis et al., 1995). Bei der Überführung des RPE in die Zellkultur beginnen die

Zellen zu proliferieren (Campochiaro und Hackett, 1993). Itoh und Eguchi (1986) konnten nach-

weisen, daß RPE Zellen, die in vitro transdifferenzieren, die Fähigkeit zu einem verstärkten Wachs-

tum besitzen.

Die Heterogenität des RPE in vitro wird durch die artifizielle Umgebung verursacht. Dabei kommt

es zu einem Mangel an  Komponenten und Enzymen, welche notwendig sind zur Differenzierung

der Zellen. Desweiteren modulieren veränderte Medienzusammensetzungen oder Substrate das

Erscheinungsbild der Zellen zu mehr oder weniger epitheloiden Zellen im Laufe der Subkultivierung

(Burke et al., 1996).

Die unterschiedliche Herkunft des Spendergewebes führt ebenfalls zu physiologischen Variationen

zwischen den Zellkulturen (Dunn et al., 1996).

1.4     Matrixkomponenten und Intermediärfilamente

Jede als Monolayer wachsende Zelle bildet in vivo und in vitro eine extrazelluläre Matrix (ECM).

Die extrazelluläre Matrix hat verschiedene Funktionen, die die Differenzierung (Sieber-Blum et

al., 1981, Loring et al., 1982), die Proliferation (Gospodarowicz et al., 1980), die Adhäsion (Birdwell

et al., 1978, Vlodavsky et al., 1979) und die Chemotaxis (Gauss-Mueller et al., 1980) der anhaften-

den Zellen beeinflussen. RPE Zellen sind in der Lage, eine Vielzahl von verschiedenen ECM Kom-

ponenten zu synthetisieren und durch deren unterschiedliche Zusammensetzung zu phänotypischen

Veränderungen in der Zellkultur und in vivo beizutragen. Die basolateral gebildete ECM besteht

aus Kollagen I, II, III und IV, Fibronektin und Laminin (Champochiaro et al., 1986).

Kultivierte RPE Zellen sind in der Lage, dieselben Komponenten zu bilden und abzugeben

(Champochiaro et al., 1986; Yamakawa et al., 1987, Martini et al., 1992). Es wurde von Sieber-

Blum et al. (1981) postuliert, daß die ECM bei der Zelladhäsion eine Rolle spielt. Als Vermittler für

die Adhäsion dienen sogenannte Integrine, die als Zelloberflächenadhäsionsmoleküle fungieren.

Integrine haben eine Rezeptorfunktion, die ECM Proteine erkennen und binden können Es wurde

festgestellt, daß die Integrinrezeptoren nicht nur mit extrazellulären Matrixbestandteilen, sondern

auch mit Zytoskelett-assoziierten Proteinen interagieren (Albelda und Buck, 1990; Hynes, 1992).

Es werden dadurch Zell-zu-Zell- und Zell-zu-Substrat-Kontakte realisiert.

Hogan (1967) demonstrierte die schützende Funktion der ECM auf der Bruch‘schen Lamina vor

subretinalen Neovaskularisationsmembranen. Außerdem scheint die ECM eine wichtige Rolle bei

der Pathophysiologie der proliferativen Vitreoretinopahthie zu spielen (Campochiaro et al., 1986,

Martini et al., 1992). Außerdem kommt der ECM eine wichtige Aufgabe zu bei Wundheilungs-

störungen, wie sich aus ihrer vermehrten Produktion nach photogenen Verletzungen (Tso, 1973)
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und bei der Abgrenzung von Tumoren (Wallow und Tso, 1972) schließen läßt.

Intermediärfilamente sind Bestandteile des Zytoskeletts der Säugetierzellen und dienen der Erhal-

tung und Organisation des Strukturgerüstes der Zelle. Es werden 5 Klassen unterschieden, die

gewebespezifisch sind. Die Zytokeratine, die keratinähnliche Proteine enthalten, sind charakteri-

stisch für Epithelien. Neurofilamente sind typisch für neuronale Zellen, Gliafilamente kommen in

Gliazellen vor und Desminfilamente sind in Muskelfasern enthalten. Vimentin erscheint in ver-

schiedenen mesenchymalen Zellen von Vertebraten (Franke et al., 1978, Schmid et al., 1979) und in

einer Vielzahl kultivierter Zellen unabhängig von ihrem Gewebeursprung (Bennett et al., 1978;

Franke et al., 1978; Hynes und Destree, 1978). Unter den Intermediärfilamenten präsentieren die

Keratine die größte Untergruppe, die von Moll et al. (1982) katalogisiert wurde.

Als ein Epithel exprimiert das humane RPE Zytokeratine in vivo und in vitro (Hiscott et al., 1989).

Zytokeratine dienen als typische epitheliale Zellmarker für das humane RPE in Kultur und können

zur Bestimmung des Differenzierungsgrades herangezogen werden (Owaribe et al., 1988; Hunt

und Davis 1990, McKechnie et al.,1991). Moll et al. (1982) zeigten, daß die Verteilung der

Zytokeratine in den humanen RPE Zellen der Verteilung in anderen einfachen Epithelien ähnlich

ist, erkennbar in einer Übereinstimmung in den Zytokeratinen 7,8,18 und 19 in vitro.

Turksen et al. (1989) konnten feststellen, daß fetale humane RPE Zellen sowohl Vimentin als auch

Zytokeratin exprimieren, jedoch in unterschiedlichen Mengen. Diese Koexpression konnte auch

für andere epitheliale Zelltypen von Lane et al. (1983) sowie La Rocca und Rheinwald (1984)

nachgewiesen werden. Virtanen et al. beschrieben 1981 die Expression von Vimentin in Epithelzel-

len nur in phänotypisch veränderten Epithelzellen unter Kulturbedingungen.

1.5    RPE und Erkrankungen

Vererbbare Formen retinaler Degenerationen und altersbedingter Veränderungen (z.B. altersdedingte

Makuladegeneration (AMD), subretinale Neovaskularisation (SNV), Retinopathia Pigmentosum,

Stargardt Erkrankung und Morbus Best), die eine Herabsetzung der Sehfunktion zur Folge haben,

lassen sich häufig auf Veränderungen in der Struktur und Funktion des RPE zurückführen. Diese

Tatsache räumt dem RPE eine zentrale Stellung bei der Erforschung dieser Krankheiten ein.

Bei den vererbbaren Formen steht die Retinopathia Pigmentosum, bei den erworbenen Degenera-

tionen die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) im Vordergrund. Exemplarisch möchte ich

die AMD herausgreifen. Diese ist in den westlichen Industrienationen die Hauptursache eines er-

heblichen Sehverlustes jenseits des 55. Lebensjahres. Die bisher veröffentlichten Studien zeigen

eine Prävalenz von 8% in der Bevölkerung von Industriestaaten (Krott und Heimann, 1996). Bei

Patienten über 65 Jahre steigt das Risiko auf etwa 17% an. Frauen sind aufgrund der demographi-

schen Altersverteilung häufiger betroffen als Männer. Nach vorliegenden Studien ist die AMD eine

der Hauptursachen für die anerkannte Blindheit in der zivilisierten Welt. Ferris et al. bezeichneten

im Jahre 1984 die AMD als die häufigste Erblindungsursache in der Altersgruppe der 50-70 jähri-

gen in den USA. Bei der AMD kommt es zu progressiven Veränderungen des RPE im Bereich der
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Makula (Sarks und Sarks, 1989, Hogan 1972, Young 1987), die mit ihren ca. 50000 Zapfen die

wichtigste Region am hinteren Augenpol darstellt. Die Veränderungen in der Makula gehen einher

mit dem Nachweis von Drusen (Kliffen et al., 1994), der Dickenzunahme der Bruch’schen Mem-

bran (Green et al., 1985), der Akkumulation von Lipofucsin im RPE (Young, 1987) und

Basalmembranablagerungen (Löffler et al., 1986). Es resultiert eine Abnahme der RPE Zellzahl.

Die Ausbildung der AMD stellt ein multifaktorielles Geschehen dar, das in letzter Konsequenz

noch nicht geklärt ist. Da die Behandlungsmöglichkeiten begrenzt sind, stellt diese Erkrankung ein

zunehmend sozioökonomisches Problem dar.

1.6    Das humane Endothel der Nabelschnurvene (human umbilical vein endothelial

         cell-HUVEC)

Die innere Schicht aller Blut- und Lymphgefäße besteht aus vaskulären Endothelzellen. Diese Zel-

len bilden eine Barriere zwischen Körperflüssigkeiten und Gewebe. Sie sind verantwortlich für

viele wichtige Funktionen, die Sekretion von Plasmakomponenten und die Bildung einer nicht-

thrombotischen Oberfläche, die zirkulierende Zellen abwehrt. Das Aussehen der vaskulären Endothel-

zellen variiert je nach ihrem Ursprung. Die im Elektronenmikroskop sichtbare Ultrastruktur der

Endothelzellen zeigt spezifische, in anderen Zellen nicht auftretende Organellen, die Weibel-Palade-

Körper (Weibel und Palade, 1964; Lemeunier et al., 1969). Weibel-Palade-Körper sind membran-

gebundene, stäbchenförmige Granulae, die parallele Anordnungen von 6-26 röhrenförmiger Struk-

turen enthalten (Gimbrone et al.,1974). In ihnen wird der von Willebrand-Faktor gespeichert (Wag-

ner et al., 1982), der einen Marker von vaskuläre Endothelzellen darstellt. Immunhistochemisch

sind vaskuläre Endothelzellen durch das Vorkommen des von Willebrand-Faktors, CD 31, Endoglin,

Antithrombin III und Ulex europaeus-Lektin charakterisiert.

Zum Anlegen von Zellkulturen humaner vaskulärer Endothelzellen werden häufig Endothelzellen

aus der Nabelschnurvene verwendet, da Nabelschnüre einfach zu beschaffen sind und Standard-

methoden zur Isolierung und Langzeitkultivierung der Zellen vorliegen. Maruyama (1963) und

Pomerat und Slick (1963) konnten Endothelzellen aus der Nabelschnur zuerst mit Erfolg isolieren.

Allerdings gelang es erst Jaffe et al. (1973a), diese als vaskuläre Endothelzellen zu verifizieren.

Optimiert werden konnten diese Methoden zur Isolierung und Kultivierung seither durch Thornton

et al.(1983), Knedler und Ham (1987), Friedl et al. (1989) und Gorfien et al. (1993).

Bei den HUVEC handelt es sich um einen gut charakterisierten  Zelltyp, der seine Morphologie und

Charakteristiken in der Zellkultur kaum verliert. Daher wird diese Zelle zum Vergleich herangezo-

gen.
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1.7    Ziel der Arbeit

Das RPE spielt eine wichtige Rolle bei degenerativen Erkrankungen, deren häufigstes Erschei-

nungsbild die AMD darstellt. Aufgrund der veränderten Alterspyramide nehmen Inzidenz und

Prävalenz dieser Erkrankung zu. Aus diesem Grunde wurde über neue Behandlungsmethoden nach-

gedacht, wie die RPE Transplantation. So begannen Forschergruppen vor ungefähr zehn Jahren der

Frage nachzugehen, ob ein Ersatz durch gesunde RPE Zellen eine erfolgreiche Behandlung sein

kann. Erste Untersuchungen fanden am Tiermodell durch Li und Turner (1990) sowie Gouras und

Lopez (1990) statt. Die erste RPE Transplantation beim Menschen wurde 1991 von Peymann et al.

durchgeführt. Dabei stellte sich weniger die operative Durchführung, sondern vielmehr die Gewin-

nung von funktionierenden, vitalen RPE Zellen in ausreichend hoher Zahl als Problem dar. Kulti-

vierung von Spendermaterial zur Gewinnung genügend großer Mengen an Zellen bietet sich an,

aber die Veränderung der Zellen in vitro muß berücksichtigt und minimiert werden.

Über die Eigenschaften von humanen adulten RPE Zellen in der Zellkultur ist bisher wenig be-

kannt und vergleichende Charakterisierungen zu anderen Zelltypen fehlen.

Eine immunhistochemische Charkterisierung dieser Zellen ist notwendig, um typische Eigenschaf-

ten in vitro als RPE spezifisch identifizieren und im Laufe der Passagierung beobachten zu können.

Ziel der Arbeit ist die Definition von charakteristischen Zellmarkern und die Abgrenzung der Epi-

thelzellen zu anderen Zelltypen. Dazu wurde als Vergleichszellinie ein typisches vakuläres Endo-

thel aus der Nabelschnurvene verwendet, welches Endothelcharakteristiken aufweist und zur Ab-

grenzung  von epithelialen Strukturen im RPE dient. In der vorliegenden Studie sollte der

ontogenetische Ursprung der RPE Zellen im Hinblick auf die Frage untersucht werden, ob es sich

bei der RPE Zelle um ein reines Epithel handelt, oder ob diese Zelle auch Endothelcharakteristiken

aufweist.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Chemikalien

Grundmedien für die Zellkultur

Ham’s F12 -Gibco

Iscove’s modifiziertes Dulbeccos Medium -Gibco

Medium 199 mit Earle’s Salzen -Gibco

Supplemente und Biochemikalien

Amphotericin B -Seromed (Biochrom KG)

Apo Transferrin -Sigma

Betaisodona -Mundipharma GmbH

bFGF -Seromed

DMSO -Sigma

Dulbeccos Phosphatpuffer ohne Kalzium und Magnesium -Seromed (Biochrom KG)

ECGF -Boehringer Mannheim

FCS -Seromed

Gentamicin -Gibco

Heparin -Sigma

Insulin (vom Pankreas des Rindes) -Sigma

Kollagenase IA -Sigma

Kollagenase IV -Sigma

NaCl-Lösung (0,9%) -Pharmacia

Natriumhydrogenkarbonat -Seromed (Biochrom KG)

NCS -Sebak

Trypsin-EDTA (0,05% Trypsin in 0,02% EDTA) -Gibco

Ulex europaeus Agglutinin, Typ I (UEA-1) -Dako

Alle darüberhinaus verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Merck bezogen.

Zum Ansetzen sämtlicher Lösungen und pulverförmigen Medien wurde Wasser einer Millipore-

Reinstwasser- Anlage verwendet.
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Antikörper für immunhistochemische Färbungen

9.3.E. Ak gegen humane korneale Endothelzellen -etabliert von PD. Dr. K.

 Engelmann

Anti Aktin Klon C 4 -Boehringer Mannheim

Anti Kanninchen Ig, AP konj. -Sigma

Anti Kanninchen Ig, HRPO konj. -Sigma

Anti Kanninchen IgG -Sigma

Anti Maus Ig, AP konj. -Boehringer Mannheim

Anti Maus Ig, FITC konj. -Sigma

Anti Maus Ig, HRPO konj. -Medac

Anti Maus IgG -Sigma

Kanninchen-Anti Laminin, (polyklonal) -Dako, Z0097

Kanninchen-Anti Antithrombin III (polyklonal) -Dako, A0296

Kanninchen-Anti Neuron-spezifische Enolase (polykl.) -Dako, N1516

Kanninchen-Anti Ulex europaeus Typ 1 (UEA-1), HRPO -Dako, X0921

Kanninchen-Anti von Willebrand Faktor, (polyklonal) -Dako, A0082

Kanninchen-Anti-Human Fibronectin, HRPO (polykl.) -Dako, P0246

Maus-Anti CD31, Klon JC/70A -Biogenex

Maus-Anti Cytokeratin 1, 5, 10, 14, Klon 34ßE12 -Enzo

Maus-Anti Cytokeratin 18, Klon DC 10 -Dako

Maus-Anti Cytokeratin 19, Klon RCK 108 -Dako

Maus-Anti Cytokeratin 8, LWM, Klon 35ßH11 -Dako

Maus-Anti Endoglin, CD105, Klon SN6h -Dako

Maus-Anti Kollagen IV, Klon COL-94 -Sigma

Maus-Anti Laminin, Klon 4C7 -Dako

Maus-Anti Neuron-spezifische Enolase (NSE),

Klon BBS/NC/VI-H14 -Dako

Maus-Anti Vimentin, Klon V9 -Dako

Produkte für Zellisolierung und Zellkultur

10- und 50 ml Zentrifugenröhrchen -Nunc

50ml Perfusorspritzen -B. Braun

6- und 12-Lochschalen -Costar

Klonierungsplatten -Greiner Labortechnik

Kryoröhrchen, 2ml -Costar

Latex- Handschuhe (OP) -Hartmann

Metalladapter, d=4mm, d=1,5mm -Geuder
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Petrischalen (20cm Durchmesser) -Schott

Pinzette -Geuder bzw. Storz

Skalpell, Cutfix -B. Braun Melsungen AG

Steriles Nahtmaterial, 3,O -Ethicon

Verschlußkonus -Braun

Zellkulturflaschen, 25cm² -Costar

Zellschaber ,23cm -Nunc

Zellen

HUVEC -Humane vaskuläre Endothelzellen der Nabelschnurvene

RPE -Humane Retinale Pigmentepithelzellen

Materialien für die Anfärbung von Gewebeschnitten

Aquatex -Merck

Citratpuffer, 10mM, pH=6 -Biogenex

Deckgläschen 24x32 mm -Marienfeld

EDTA (100mmol) -Fluka-AG

Formaldehydlösung mind. 37% + säurefrei, -Merck

LSAB-2 Kit, Alkalische Phosphatase -Dako

Mayers Hämatoxylin -Merck

Objektträger Superfrost plus -Menzel Gläser

Proteinase K , 20µ/ml -Boehringer Mannheim

Tris-Puffer, pH 7,4—8 -Merck

Verdünnungsflüssigkeit für 1. Ak, 50ml,

Antibody diluent with background reducing components -Dako

Xylol-Eu-Kitt -O-Kindler GmbH & Co

Materialien für  die SDS-PAGE Elektrophperese

Polyacrylamidgele, Gradient 10-15% -Pharmacia LKB

SDS Puffer Streifen (buffer strips) -Pharmacia LKB

Kämme, 8/1 -Pharmacia LKB

Membranfilter -Schleicher und Schuell

Rainbow Marker -Amersham Life Science

LWM (Low weight marker) -Amersham Life science

Fibronektin -Sigma

Laminin -Gibco

Kollagen IV -Sigma
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Geräteliste

Brutschrank Cytoperm -Heraeus

Doppel Strahl Spectralphotometer -Shimadzu

Einbettautomat -Shandon Citadel 2000

Gefrierautomat -Cryosom

Gel-Elektropheresevorrichtung mit Elektrotransfereinheit -Pharmacia LKB

Homogenisator -Braun Melsungen

Fotomikroskop MPS 51S -Leitz Fluovert Wild

Minizentrifuge Centrifuge 5415 -Eppendorf

Omnifuge, 2,0 RS -Heraeus

Reprovit -Leitz Wetzlar

Rotationsmikrotom -Leitz Wetzlar

Stickstofftank -Cryosom

Ventana ES -Ventana Medical System
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung und Kultivierung von RPE Zellen

Medien

Für die Isolierung und Kultivierung von retinalem Pigmentepithel wurden 3 Medien (Präparations-

, Wachstums- und Kulturmedium)  verwendet. Die Grundlage aller Medien bildete das Medium

F99, eine 1:1 Mischung aus Ham’s F12 und M199, pH 7,35. Das Präparationsmedium beinhaltete

zusätzlich 1% FCS. Das Wachstumsmedium für die Primärkultur wurde mit folgenden Supplemen-

ten ergänzt:

• 10% FCS

• 1µg/ml Insulin

• 2,5 µg/ml Amphotericin B

• 10 mg/ml Gentamycin

• 15% Uvea-konditioniertes Medium (siehe unten)

Ab der 1. Passage bestand das Kulturmedium aus F99, supplementiert mit 5% FCS und 1mg/ml

Gentamycin.

Vor jeder Verwendung  wurden die Medien in einem Wasserbad auf 37°C vorgewärmt.

Die Zellkulturschalen wurden mit 0,1%iger Gelatine beschichtet und anschließend 2 mal mit PBS

gewaschen.

Präparation des Bulbus

Die Präparation der RPE Zellen erfolgte von Spenderaugen Verstorbener, die nach der Einwilli-

gung zur Hornhautspende im Institut der Rechtsmedizin entnommen wurden.

Nach der Entnahme des Bulbus wurde der vordere Augenabschnitt an der Spaltlampe befundet.

Danach wurde das Auge mit 4%iger PVP Jod-Lösung für 4 Minuten desinfiziert und mit 0,9%iger

Kochsalzlösung gespült. Der Bulbus wurde auf einem Saugnapf nach Spitznas (1974) gelagert und

die Hornhaut samt eines Skleraringes mit einem 15mm Handtrepan trepaniert. Die

Korneoskleralscheibe wurde entnommen, in Kulturmedium überführt und nach der Befundung des

Hornhautendothels wurde die Hornhaut bei 37°C mit 5% CO
2
 Begasung im Brutschrank organ-

konserviert (Böhnke et al., 1991).

Präparation der Uvea (Chorioidea und RPE)

Die Sklera des Restbulbus wurde im Bereich der Ora serrata zirkulär umschnitten und anschlie-

ßend die Linse, der Ziliarkörper und der Glaskörper entfernt. Der verbliebene Bulbus wurde hal-

biert, wobei der Nervus Opticus als Struktur nicht durchtrennt wurde. Vorsichtig wurde nun die
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Netzhaut mit Schere und Pinzette  an der Austrittsstelle des Sehnerven abgetrennt. Die darunter

befindliche Chorioidea mit dem RPE  wurde abpräpariert und pro Auge in 2 ml PBS überführt.

Enzymatische Isolierung der Retinalen Pigmentepithelzellen

Kollagenase ist eine neutrale Protease, die Kollagen, eine Hauptkomponente des extrazellulären

Bindegewebes, zu spalten vermag. Es wird vor allem in der Gewebe- und Zellkultur zur Gewin-

nung von Primärkulturen angewandt, allerdings auch zur schonenden Subkultivierung besonders

empfindlicher Zellen.

Die Konzentration der Kollagenase zur Dissoziation des RPE Monolayers aus dem Gewebeverband

betrug 0.5 mg/ml, und bestand aus einer 1:1 Mischung aus Kollagen 1A und IV (jeweils 0,5 mg/

ml).

Nach einmaligem Waschen der Uvea in PBS wurde diese in 2 ml der Kollagenaselösung aufgefan-

gen, vorsichtig darin ausgebreitet und  für 12-16 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach

dieser Inkubationszeit wurde die Uvea kräftig in der Kollagenase geschwenkt, um die RPE Zellen

von der Chorioidea abzulösen (Methode nach Sobottka Ventura, 1996).

Die nach der Ablösung im Kollagenasegemisch verbliebenen

RPE Zellen -und Erythrozytensuspension wurde in 1 ml Präparationsmedium (siehe oben) aufge-

nommen und bei 100 g für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und das Pellet

mit 4ml Wachstumsmedium (siehe oben) pro Bulbus resuspendiert.

Die insgesamt 8ml beinhaltende Zellsuspensionslösung wurde auf 4 Löcher einer 24-Lochschale

ausgesät.

Nach 24 Stunden erfolgte ein kräftiges Spülen, um verklumpte Zellen und Zelldetritus von den

bereits adhärenten Zellen abzulösen. Die abgelösten Zellen wurden aufgenommen und in 4 weitere

vorbehandelte Löcher gegeben. Die Ursprungsaussaat wurde mit Wachstumsmedium aufgefüllt.

Im Anschluß wurde das Zellkulturmedium alle zwei Tage erneuert. Nach etwa 7 Tagen konnten

konfluent gewachsene RPE Zellen aus einem 24-er Loch auf ein Loch einer 12-Lochschale umge-

setzt werden. Weitere Umsetzungen erfolgten in einem Verhältnis von 1:4.

Herstellung von Uvea-konditioniertem Medium

Die Reste der Uvea wurden entfernt und in eine 24-Lochschale mit dem Grundmedium F99 plus

1% FCS gegeben. Maximal 3 Wochen wurde die Uvea mit diesem Mediengemisch inkubiert, wo-

bei alle 4 Tage das Medium gewechselt wurde. Die dabei gewonnenen Mediumüberstände wurden

in Zentrifugenröhrchen aufgefangen und bei 4°C gelagert, um sie als sogenannten konditionierten

Mediumzusatz für die Primärkultur zu verwenden. Bevor sie dem RPE-Kulturmedium zugefügt

wurden, erfolgte eine Sterilfiltration.
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Passagieren von RPE

Die am häufigsten gebräuchliche Methode, adhärente Zellen zu subkultivieren beruht auf der An-

wendung des Enzyms Trypsin (0,05%Trypsin in 0,02% EDTA-Lösung). Diese Methode wurde

auch für die Passagierung der RPE Zellen verwendet.

Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und für 3-5 Minu-

ten inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der Trypsin/EDTA-Lösung (0,05%/0,02% in kalzium-,

magnesiumhaltigem PBS) auf die Zellen, wobei der EDTA Zusatz zur Komplexierung der freien

Kalzium-und Magnesiumionen diente.

Das Ablösen der Zellen wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop beobachtet und war erkennbar

an den sich abrundenden Zellen. Nach ca. 4-5 Minuten Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS

gespült und die Zellsuspension in ein mit 5ml Kulturmedium gefülltes Zentrifugenröhrchen aufge-

nommen. Dabei war darauf zu achten, daß die Zellen nicht zu lange mit der Trypsin/EDTA-Lösung

in Kontakt blieben, da längere Einwirkzeiten die Lebensfähigkeit der Zellen irreversibel schädig-

ten. Das im Kulturmedium enthaltene Serum (FCS, 5%ig) bewirkte eine sofortige Inaktivierung

des Trypsins und eine Komplexbildung des überschüssigen zytotoxischen EDTA.

Die Zellsuspension wurde bei 100 g für 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Überstand

dekantiert und das Pellet mit Kulturmedium aufgenommen. Anschließend wurde die Zellen im

Verhältnis 1:4  in die vorbereiteten Kulturschalen umgesetzt.

Kryokonservierung der RPE Zellen

In der vorliegenden Methode wurde eine DMSO-Konzentration von 10% verwendet. Die DMSO-

Lösung bestand zu 80 % aus dem Medium F99, zu 10 % aus FCS und weiteren 10 % aus DMSO.

Die Vorbereitung der Zellen erfolgte in einmaligem Spülen mit PBS, dem oben beschriebenen

Abtrypsinieren und dem Zentrifugieren für 5 Minuten bei 100 g. Der Überstand wurde abgesaugt.

Die Zellsuspension wurde in 1,5ml  DMSO-Lösung aufgenommen und in Kryoröhrchen gefüllt.

Unter Anwendung des Leukozyteneinfrierprogramms wurden die RPE Zellen schrittweise auf

-120°C gekühlt und danach in einen Stickstofftank zur Langzeitaufbewahrung überführt.

Dieses Verfahren ermöglichte eine fortwährende Bereitstellung von Zellen für die Experimente.

Auftauen der RPE Zellen

Die Zellen wurden aus dem Stickstofftank entnommen und bei Raumtemperatur aufgetaut.

Die Zellsuspension wurde aus dem Kryoröhrchen in ein Zentrifugenröhrchen überführt. Die Sus-

pension wurde mit 6ml Kulturmedium (F99+5% FCS, 1mg/ml Gentamicin) aufgefüllt und bei

100g  für einen Zeitraum von 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt  und das

Pellet mit 37°C vorgewärmten Kulturmedium resuspendiert und auf einer entsprechend vorbereite-

ten und beschichteten Kulturplatte ausgesät.
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2.2.2 Isolierung und Kultivierung von humanen vaskulären Endothelzellen aus

der Nabelschnurvene (HUVEC)

Für Untersuchungen mit humanen Endothelzellen wurden Endothelzellen der Nabelschnurvene

isoliert. Die Nabelschnüre stammten von gesunden Neugeborenen, deren Geschlecht nicht bekannt

war. Die Nabelschnüre wurden uns freundlicherweise durch Mitarbeiter der gynäkologischen Kli-

nik der Universitätsklinik Hamburg zur Verfügung gestellt .

Nach der Methode von Friedl et al. (1989) wurden insgesamt 6 Nabelschnüre aufgearbeitet, wobei

in 4 Fällen HUVEC erfolgreich isoliert werden konnten. Diese Kulturen bildeten nach 2-3 Tagen

einen konfluenten Zellrasen aus. Bei diesen 4 Nabelschnüren erfolgte die Zellisolierung 10-15

Stunden nach Geburt, während bei den beiden anderen Nabelschnüren diese 28 bzw 32 Stunden

post partum erfolgte.

Materialien

Alle Geräte und Materialien wurden steril verwendet.

250ml-Glasflaschen

Latex-Handschuhe

2 Metalladapter

Nahtmaterial, 3,0 (Seide)

50ml-Perfusorspritzen

Petri-Schalen (20cm Durchmesser)

Pinzetten

Skalpell“Cutfix“

Verschlußkonus

Zellkulturflaschen, 25cm²

10ml-Zentrifugenröhrchen

Zur Präparation von HUVEC verwendete Medien

1. Transportmedium

Als Transportmedium für die Nabelschnüre wurde eine sterile PBS-Lösung mit 1mg/ml Gentamycin

verwendet. Für den Transport vom Kreissaal der Frauenklinik zum Hornhautlabor befand sich die

Lösung in einer sterilen 250ml Glasflasche und  wurde bis zum Transport bei 4°C im Kühlschrank

gelagert.

2. Präparationsmedium

Zum Präparieren der HUVEC wurde eine 1:1 Mischung aus Iscove‘s DME und Ham‘s 12 benutzt.

Dieses als IF bezeichnete Medium wurde mit 10% NCS supplementiert.
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3. Kulturmedium

Für die Kultivierung der Zellen wurde dem oben genannten IF Medium folgende Zusätze beige-

fügt:

• 15 % NCS

• 5 µg/ml Heparin

• 10 ng/ml bFGF

• 0.5 mg/ml ECGF

• 5 µg/ml Transferrin

• 1 mg/ml Gentamycin

Gewebebehandlung

Die möglichst steril entnommene Nabelschnur wurde in die mit Transportmedium gefüllte Flasche

eingebracht. Dabei war folgendes zu beachten:

• Länge der Nabelschnur (20- 30 cm)

• Befreiung der Nabelschnurvene von Blutresten

• Notieren von Uhrzeit und Datum der Geburt

Eine Lagerung von 4°C wurde empfohlen, um eine eventuelle bakterielle Kontamination zu verrin-

gern.

Zellisolierung von HUVEC

Die Nabelschnur wurde mit einer sterilen Pinzette aus dem Transportmedium entnommen und in

eine Petri-Schale gelegt. Ein Gewebestück von ca. 2 cm Länge wurde von beiden Seiten mit dem

Skalpel abgetrennt. Die Vene wurde an einem Ende mit einem Metalladapter kanuliert und mit

Nahtmaterial mittels eines gegenläufigen Doppelknotens extern fixiert. An die befestigte Seite wurde

eine mit 50 ml PBS gefüllte Perfusorspritze angesetzt. Durch Spülen mit PBS wurde das Innere der

Vene gereinigt. Nach der darauffolgenden Kanulierung des zweiten Venenendes wurde an einem

Ende eine mit 20 ml Tpypsin/EDTA-Lösung (0,05% Trypsin/0,02 % EDTA) gefüllte Spritze befes-

tigt und die Nabelschnur mit der Enzymlösung gefüllt.

Anschließend wurden beide Enden der Nabelschnur mit Verschlußkoni an den Metalladaptern ver-

schlossen und diese in eine zweite Petri-Schale gelegt, mit vorgewärmter PBS-Lösung bedeckt und

für 25 Minuten im Brutschrank inkubiert.

Bereits vor der Zellisolierung wurden 3 Zellkulturflaschen (25cm²) mit 0,1%iger Gelantine be-

schichtet und bei Raumtemperatur stehengelassen. Vor der Aussaat der Endothelzellen erfolgte ein

zweimaliges Waschen der  Zellkulturflaschen mit PBS.

Die in der Enzymlösung befindlichen Endothelzellen wurden nach der Inkubation mit einer leeren

20 ml Spritze aufgezogen  und die Lösung in ein mit 5ml NCS gefülltes 50 ml Zentrifugenröhrchen

gegeben.
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Auf beiden Seiten wurden, anstelle der Verschlußkoni, Perfusorspritzen aufgesetzt. Eine enthielt

Präparationsmedium, die andere war ungefüllt. Die Flüssigkeit wurde mehrfach durch die Vene hin

und her gespült und dann in ein weiteres, NCS (10%ig) enthaltendes Zentrifugenröhrchen, über-

führt. Der Vorgang wurde noch eimal mit frischem Medium wiederholt. Zur Erhöhung der Ausbeu-

te wurde die Nabelschnur vor dem letzten Schwenkgang leicht massiert. Die drei Zellsuspensionen

wurden bei 100 g für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, die Zellen in je 5 ml

Kulturmedium aufgenommen und auf die vorbereiteten  Kulturflaschen ausgesät. Nach 3-24 Stun-

den erfolgte nochmals ein Kulturmedienwechsel.

Subkultivierung der HUVEC

Das Passagieren der HUVEC fand in gleicher Weise statt wie bei den RPE Zellen. Zur enzyma-

tischen Dissoziation des Monolayers wurde ebenfalls eine Trypsin/EDTA-Lösung (0,05% Trypsin/

0,02% EDTA) verwendet. Die Beschichtung der Zellkulturflaschen erfolgte mit 0,1%iger Gelati-

ne-Lösung. Das Umsetzen der Zellen erfolgte alle 3-4 Tage in einem Verhältnis von 1:4.

Das Kulturmedium wurde alle 2-3 Tage erneuert.

Kryokonservierung und Auftauen der HUVEC

Die Langzeitkonservierung von HUVEC diente dem Ziel, immunhistochemische Färbungen mit

einer Zellkultur reproduzieren zu können. Dabei wurde dasselbe Verfahren angewendet, wie im

Abschnitt 2.2.1 beschrieben.

2.2.3 Immunhistochemische Färbungen

Als Grundlage der Färbungen diente eine indirekte Methode, bei der es zur Bindung eines

unkonjugierten Primärantikörper an das Antigen kommt. Um diese Anlagerung zu lokalisieren,

wurde  ein alkalische Phosphatase- konjugierter Antikörper verwendet, der an den Primärantikörper

bindet, und als Brücken- oder Sekundärantikörper bezeichnet wird. Dieser ist gegen das Fc-Frag-

ment des Primärantikörpers gerichtet.

Stammte der Primärantikörper aus der Maus, so wurde ein gegen Maus-Immunglobuline gerichte-

ter Sekundärantikörper verwendet.

Als Enzymmarkierung des Brückenantikörpers wurde die alkalische Phosphatase eingesetzt, wel-

che aus dem Darm von Kälbern gewonnen wurde und ein Molekülgewicht von 100 kD besaß. Sie

bewirkte eine Durchtrennung von Phosphat-Sauerstoff- Bindungen organischer Ester in der

Farbsubstratlösung und wandelte so die farblosen Substratmoleküle in gefärbte Endprodukte um.

Die folgende Skizze, entnommen aus dem Handbuch I immunhistochemischer Färbemethoden

(Dako) S.22, zeigt schematisch den Mechanismus der indirekten 2-Schritt-Methode.
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Konfluente RPE und HUVEC-Zellen, früher Passagen wurden für die immunhistochemischen Fär-

bungen auf Klonierungsplatten kultiviert.

Der erste Arbeitsschritt bestand in einem dreimaligen Waschen der Zellen mit PBS.

Die Zellkulturen wurden anschließend mit Glycin Puffer (70% Ethanol in 50mM Glycin Lösung,

pH 2) für 10 Minuten bei -18°C fixiert. Die weiteren Waschschritte erfolgten mit einem Wasch-

puffer, der aus PBS und 1% FCS bestand.

Danach wurden die monoklonalen bzw polyklonalen Antikörper in der angegebenen Verdünnung

aufgetragen und für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Wiederum wurde dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen, bevor der mit alkalischer Phosphatase

markierte Brückenantikörper in der entsprechenden Verdünnung auf die Zellen gegeben wurde.

Die anschließende Inkubation betrug 20 Minuten bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren Wasch-

schritt wurden die Zellen mit Tris-HCl Puffer (50mMol, pH 9,5) für 5 Minuten inkubiert.

Die abschließend zugegebene Substratlösung bestand aus 13µl NBT (nitroblue tetrazolium, 75 mg/

ml in 70%igem Dimethylformamid und 10µl 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat als Toluidinium

Salz (50mg/ml in 100%igem Dimethylformamid), die mit 3 ml Tris-Puffer frisch angesetzt wur-

den. Nach dem Auftragen wurde unter dem Lichtmikroskop die auftretende Färbung beobachtet.

Die Reaktion wurde mit PBS-Spülungen gestoppt.

Bei den verwendeten Primärantikörpern, die mit Horseradish-Peroxidase (HRPO) konjugiert wa-

ren, fiel die zweite Inkubation mit dem Brückenantikörper weg. Anstelle des 50mM Tris-Puffers

pH 9,5 wurde nach den Waschschritten ein Tris-Puffer mit einem pH-Wert von 7,35 verwendet. Der
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zuletzt benötigte Entwickler war lichtempfindlich und wurde aus diesem Grunde kurz vor Zugabe

angesetzt. Zunächst wurden 3 mg 4-Chlor-1-naphthol, in 1 ml Methanol gelöst und anschließend

mit 5ml Tris-Puffer und 20µl Wasserstoffperoxid (30%ig) aufgefüllt. Die Färbereaktion wurde durch

Waschen mit PBS gestoppt.

Die beschriebene Methode wird als Immunperoxidase-Verfahren bezeichnet.

Der Nachweis der Bindung des Antikörpers 9.3.E erfolgte mittels Immunfluoreszenz. Der

interspezies-spezifische Antikörper (Maus/Ziege) GAM (goat-anti-mouse) war mit dem Fluoreszenz-

farbstoff FITC gekoppelt. Nach der Inkubation konnte unter einem Fluoreszenzmikroskop (Leitz

Fluovert Wild) die  Fluoreszenz beobachtet werden.

Beim Nachweis des spezifischen Endothelmarkers Ulex europaeus wurde den Zellen zuvor Ulex

europaeus Agglutinin, Typ I (UEA-1), aus dem Stechginster, in einer Verdünnung von 1:100 zuge-

setzt, um anschließend nach dem Immunoperoxidase Verfahren zu färben.

Es wurden folgende kommerziellen Antikörper  verwendet:

Antikörper gegen Komponenten der extrazellulären Matrix:

Name Quelle Art Färbung Verdünnung

mit gekoppelten

Sekundär-

antikörper

Human Laminin Maus Klon 4C7 AP 1:25

Human Laminin Kaninchen Polyklonal AP 1:30

Human Kollagen IV Maus Klon COL-94 AP 1:100

Human Fibronektin Kaninchen Polyklonal HRPO 1:100

Antikörper gegen zellassoziierte Proteine:

vWF Kaninchen Polyklonal AP 1:100

CD 31 Maus Klon JC/70A AP 1:100

Endoglin, (CD 105) Maus Klon SN6h AP 1:10

Ulex-Europaeus- Kaninchen Polyklonal HRPO 1:50

Lektin

Antithrombin III Kaninchen Polyklonal AP 1:100
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Antikörper gegen intermediäre Filamente:

Cytokeratine

1, 5,10, 14 Maus Klon 34ßE12 AP 1:100

Cytokeratin 8, LWM Maus Klon 35BH11 AP 1:25

Cytokeratin 18 Maus Klon DC10 AP 1:20

Cytokeratin 19 Maus Klon RCK108 AP 1:100

Vimentin Maus Klon V9 AP 1:25

Antikörper gegen neuroektodermale/neuroendokrine Marker:

NSE (Neuronen Kaninchen Polyklonal AP 1:1

spezifische Enolase)

NSE Maus Klon BBS/

NC/VI-H14 AP 1:10

Als Positivkontrolle wurde verwendet:

Anti-Aktin Maus KlonC4 AP 1:100

Als Negativkontrolle wurden eingesetzt:

Maus Ig Maus 1:100

Kaninchen IgG Kaninchen 1:1000

Antiköper 9.3.E:

9.3.E Maus Monoklonal FITC 1:10

Beim Nachweis der Matrixproteine Laminin, Kollagen IV und Fibronektin wurde in einem voran-

gehenden Waschschritt eine Ammoniumhydroxid-Lösung (20mM) verwendet, die eine Lysierung

der Zellen bewirkte, um zelluläre Matrix für die Antikörperfärbung freizulegen. Unter dem Foto-

mikroskop wurde zunächst ein Abrunden, dann ein Platzen der Zellen beobachtet, die in einem

abschließenden Schritt abgespült wurden. Somit entfiel, bei der Anwendung dieser Lösung, der

Vorgang der Zellfixierung.
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2.2.4 Färbungen von Gewebeschnitten

Spendermaterial

Zur Herstellung der Paraffinschnitte standen folgende Gewebeproben zur Verfügung:

humaner Bulbus (Rechtsmedizinisches Institut, Universitätsklinik Hamburg, Prof. Dr. Püschel),

humane Nabelschnur (Gynäkolgische Universitätsklinik Hamburg, Prof. Dr. Jänicke)

Materialien für die Anfertigung und Färbung der Gewebeschnitte

Folgende Biochemikalien und Geräte wurden verwendet:

Aquatex

Formalin,10%ig, neutralgepuffert, pH 7,0-7,6

Einbettautomat

EDTA-Lösung (100mM)

Rotationsmikrotom

Tris-Puffer, (5mM), pH 7,4-8

PBS, pH 7,2-7,6

Citratpuffer, (10mM), pH 6,0

Proteinase K (20µg/ml)

Verdünnungsflüssigkeit für 1. Antikörper

LSAB-2 Kit, alkalische Phosphatase

Mayer’s Hämatoxylin

Ventana ES

Deckgläschen, 24 -32 mm

Objektträger Superfrost Plus

Xylol-Eu-Kit

Gewebefixierung und - bearbeitung

Die zu untersuchenden Gewebe wurden zur Fixierung in neutralgepuffertes 10%iges Formalin ge-

legt. Die Fixierdauer war abhängig von der Größe des Gewebestückes. So verblieb die Nabel-

schnur für einen Tag, der Bulbus für 3 Tage in der Formalinlösung. Nach dem Fixieren wurden die

temporal und nasal befindlichen Kalotten des Augapfels abgetrennt, und von der Nabelschnur nur

ein Gewebsstück von ca. 1 cm Länge verwendet.

Innerhalb von 12 Stunden wurden die Gewebeschnitte in den Einbettungsautomaten eingebracht,
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wo sie in aufsteigender Ethanolreihe, Konzentrationen von 80% über 96% bis 100% sowie

Trichlormethan dehydriert, geklärt und mit flüssigem Paraffin (60°C) eingebettet wurden. Die

Gewebestücke wurden mit flüssigem Paraffin zu Blöcken in einer Größe von 1cm x 1cm x 0,5cm

gegossen.

Am Rotationsmikrotom wurden 4µm dicke Paraffinschnitte angefertigt, die  mindestens 1 Stunde

bei 60°C getrocknet wurden.

Die Herstellung der Gewebeschnitte erfolgte in Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern des Histolo-

gischen Labors der Augenuniversitätsklinik Hamburg.

Gewebevorbereitung für die Färbung

Zur vollständigen Entfernung des Einbettmediums wurden die Schnitte in einem ersten Xylolbad

gespült und in einem zweiten für 20 - 30 Minuten entparaffiniert.

Der Vorgang des Rehydrierens umfaßte eine Spülung und darauffolgende Inkubationen von jeweils

5 Minuten in einer absteigenden Ethanolkonzentrationsreihe. Begonnen wurde mit absolutem

Ethanol, dann 96%igem und 80%igen Ethanol. Ein abschließendes 5 minütiges Bad in Aqua dest.

beendete die Vorbereitung.

Vorbehandlung

Eine zu starke Fixation des Gewebes mit Formalin verursacht die Bildung übermäßiger Aldehyd-

vernetzungen, die die Gewebsantigene maskieren und damit die Bindung von Primärantikörpern

verhindern. Um dieses auszuschließen, wurden die Gewebeschnitte mit Citratpuffer oder Protein-

ase K vorbehandelt. Vor Gebrauch wurde der Citratpuffer (10mM) in der Mikrowelle erhitzt. Der

entparaffinierte Gewebeschnitt wurde mit diesem erhitzten Citratpuffer 15 Minuten inkubiert. Die

Proteinase K wurde mit Tris-Puffer angesetzt (2mg auf 100ml), und zur enzymatischen Behand-

lung der Gewebeschnitte für 30 Minuten bei 37°C aufgebracht.

Der Tris-Puffer hatte folgende  Zusammensetzung :

6,1 g Tris

8,8 g NaCl

37 ml 1M HCl mit H
2
O auf 1 Liter.

Färbung nach der enzymmarkierten Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB)

Diese Technik basierte auf der „Labelled Streptavidin Biotin“-Methode nach Hsu et al., (1981).

Dabei wird die starke Affinität von Streptavidin für Biotin (Dissoziationskonstante 10-19) ausge-

nutzt. Voraussetzung ist ein biotinylierter Zweitantikörper. Das mit der alkalischen Phosphatase-

markierte Streptavidin bindet an das Biotin des zweiten Antikörpers.
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In der nachfolgenden Zeichnung  aus dem Handbuch II immunhistochemischer Färbemethoden

(Dako), S.25 ist der Mechanismus dargestellt.

Färbungen mit dem LSAB2-Kit nach Dako

Nach der enzymatischen Vorbehandlung der fixierten Gewebeschnitte wurden zunächst alle Schnitte

in einer PBS-Lösung gespült. Nach einem vorsichtigen Abtupfen der Pufferlösung vom Objektträ-

ger wurden die Schnitte mit den zu untersuchenden Primärantikörpern  für 10 Minuten in einer

feuchten Kammer inkubiert. Dem schloß sich ein dreimaliger, jeweils 5 minütiger Waschgang mit

PBS-Lösung an. Danach wurde der biotinylierte Brückenantikörper für 10 Minuten hinzugegeben.

Nach drei erneuten PBS-Spülungen wurde mit alkalische Phosphatase-gekoppeltem Streptavidin

für 10 Minuten inkubiert. Auch hiernach wurde dreimal mit PBS gewaschen. Die Substrat-

Chromogenlösung wurde kurz vor dem Auftragen frisch zubereit. Die Substratlösung bestand aus

1:20 verdünntem Trispufferkonzentrat (0,05 M, pH 7,2-7,6) und aus 1:40 verdünntem Substrat-

puffer. Die Chromogenlösung wurde in einem separaten Gefäß unter dem Abzug mit dem

Aktivierungsreagenz im Verhältnis 1:1 gemischt. Nach 2 Minuten wurde die zuvor angesetzte

Substratlösung im Verhältnis 1:20 mit der Chromogenlösung vermischt und für 5 Minuten auf den

Objektträger inkubiert. Danach wurde mit Aqua dest. einmal kurz gespült und mit Mayer’s

Hämatoxylin für 45 Sekunden gegengefärbt. Den Abschluß bildeten zwei Spülungen mit Aqua

dest. und ein 5 minütiges Bad mit Leitungswasser. Zum Eindecken wurde Aquatex verwendet.

Alle Kitreagentien wurden vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht. Beim Ablauf der Färbung

mußte darauf geachtet werden, daß die Gewebeschnitte nicht eintrocknen.
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Vollautomatische immunhistochemische Färbung mit dem Gerät Ventana

In Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Schäfer vom histologischen Labor des pathologischen Institu-

tes im UKE wurden vollautomatische Färbungen mit dem Ventana-Gerät an Gewebeschnitten der

Nabelschnur und des Bulbus nach der Labelled-Streptavidin-Biotin-Methode angefertigt. Als En-

zym wurde wieder die alkalische Phosphatase eingesetzt.

Die dafür benötigten Schnitte wurden auf zwei Arten einer Vorbehandlung unterzogen. Die enzy-

matische Vorbehandlung mit der Protease wurde automatisch im Gerät Ventana durchgeführt. Es

erfolgte eine Vorbehandlung mit EDTA.

Die gesamte Färbeprozedur fand im Gerät Ventana statt. Die Primärantikörper wurden für 32 Mi-

nuten bei 37°C inkubiert. Der Sekundärantikörper verblieb 4 Minuten auf den Gewebeschnitten.

Als Detektionssystem fand das Farbsubstrat Fast red, anstelle von Neufuchsin Anwendung. Da das

Farbsubstrat Fast red alkoholbeständig ist, wurde als Eindeckmedium Xolol-Eu-Kitt (O-Kindler

GmbH) verwendet.

Die nachfolgende Tabelle zeigt die verwendeten Antikörper, die Art der Vorbehandlung, die Quelle

und die eingesetzte Verdünnung.

Antikörper gegen: Vorbehandlung Dauer Quelle Verdünnung

Laminin Citratpuffer 15 Kaninchen 1:50

Kollagen IV Proteinase K 30 Maus 1:50

Endoglin Proteinase K 4 Maus 1:5

EDTA 20 Maus 1:5

CD31 Protease 8 Maus 1:1

Protease 16 Maus 1:1

Faktor VIII Protease 8 Kaninchen 1:500

1:1000

1:2000

Cytokeratin 8 Proteinase K 30 Maus 1:50

Cytokeratin18 Citratpuffer 15 Maus 1:10

Vimentin Protease 8 Maus 1:1

Protease 16 Maus 1:1

NSE (Monoklonal) EDTA 20 Maus 1:50

Protease 8 Maus 1:50

Protease (im Gerät Ventana enthalten, erfolgt automatisch)

Positivkontrolle

Aktin Proteinase K Maus 1:100
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2.2.5 Herstellung von Zellextrakten und Proteinbestimmung nach Lowry, Bradford

bzw Smith

Herstellung von Zellextrakten

Für die Isolierung der Zellproteine wurde ein Proteinextraktionspuffer mit folgender Zusammen-

setzung verwendet:

0,25M Tris, 4% Natriumdodecylsulfat (SDS), 40% Glycerol, 4% ß-Mercaptoethanol, pH 6.8

Der Puffer wurde mit einem Tropfen Bromphenolblau gefärbt und bei -20°C gelagert.

Für die Herstellung der Zellextrakte wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Im Anschluß

daran wurden 100µl Proteinpuffer auf die Kulturfläche gegeben und die Zellen mit einem Zellschaber

abgeschabt. Die Lösung wurde in ein Kryoröhrchen aufgenommen und bei -18°C aufbewahrt.

Vor der Verwendung wurden alle Extrakte auf Eis in einem Potter homogenisiert und danach die

Proteinkonzentration nach folgenden Verfahren bestimmt.

Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung wurde nach der Methode von Lowry et al. (1951) durchgeführt und be-

inhaltet eine Proteinfällung mit Trichloressigsäure. Sie basiert auf der Reduktion des Folin-Reagenzes

durch aromatische Aminosäuren.

Es wurden folgende Lösungen verwendet:

Lösung 1: 10g Na
2
CO

3
 und 0,25g K-Na-Tatrat in 500ml Wasser

Lösung 2: 50mg CuSO
4
x5H

2
O in 50ml Wasser

Lösung 3: Mischung aus neun Teilen Lösung 1 und einem Teil Lösung 2

Lösung 4: Folin-Ciocalteus-Phenol-Lösung 1:1 mit Wasser verdünnt

Lösung 5: 50%ige Trichloressigsäure in Wasser

Lösung 6: 5%ige Trichloressigsäure in Wasser

Lösung 7: 1 N NaOH in Wasser

Die Lösung 3 wurde jeweils kurz vor Verwendung frisch hergestellt.

Es wurden von 12 HUVEC- und 19 RPE Zellkulturen Extrakte verwendet. Jeweils 20µl dieser

Extrakte wurden mit Wasser auf 1ml aufgefüllt.

Rinderserumalbumin (BSA) diente zur Erstellung einer Standardeichreihe.

Die Proteinfällung mit Trichloressigsäure erfolgte bei 4°C. Die Proteinlösungen wurden auf 1ml

aufgefüllt, nach Zugabe von 0,1 ml 50%iger Trichloressigsäure 10 Minuten auf Eis inkubiert und

anschließend 20 Minuten bei 3000 g zentrifugiert (Heraeus, Omnifuge RS 2,0). Der Überstand

Negativkontrollen

Maus IgG — Maus 1:100

Kaninchen IgG Proteinase K Kaninchen 1:1000
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wurde dekantiert und das Sediment in 1ml 5%iger Trichloressigsäure aufgenommen. Danach schloß

sich eine weitere Zentrifugation bei 3000 g an. Die weitere Behandlung der Proben erfolgte bei

Raumtemperatur. Das Sediment wurde in 0,4ml 1 N NaOH aufgenommen und für 10 Minuten

inkubiert. Anschließend wurde pro Ansatz 0,3ml Wasser und 3ml der Lösung 3 zugegeben. Diese

wurden für 10 Minuten stehengelassen, worauf die Zugabe von 0,3ml Folin-Ciocalteus-Phenol-

Lösung erfolgte. Nach der letzten Einwirkzeit von 30 Minuten wurde die Extinktion der Probe bei

750 nm gemessen. Mit Hilfe der Proteinstandards wurde eine Eichgerade erstellt und die Protein-

konzentration der Zellextrakte bestimmt. Eine Proteinkonzentration von 100µg führte zu einer

Extinktion von 0,44.

Proteinbestimmung nach Bradford

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde von Bradford  (1976) eta-

bliert.

Das Farbreagenz bestand aus:

100mg Coomassie Brilliant Blue G 250

  50ml 95%iges Ethanol

100ml 85%ige Phosphorsäure (w/v)

      mit Wasser auf 1 Liter aufgefüllt

Das Reagenz konnte mehrere Wochen im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt werden.

Zu 1ml Farbreagenz wurde 0,1ml Probe (Proteingehalt max. 10µg) gegeben und für 5 Minuten im

Dunkeln bei RT inkubiert. Die Extinktion wurde bei einer Wellenlänge von 595nm gemessen und

der Proteingehalt anhand einer Eichgerade mit BSA in einem Konzentrationsbereich von 2 bis

10µg ermittelt.

Proteinbestimmung nach Smith

Die von Smith et al. (1985) entwickelte Methode basiert auf der Biuret-Reaktion und benutzt als

Reagens BCA (bicinchoninic acid).

Reagenz A:

1,0 % BCA-Na
2

2,0 % Na
2
CO

3
x H

2
O

0,16% Na
2
-Tatrat

0,4 % NaOH

0,95% NaHCO
3
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Reagenz B:

4 % Cu
2
SO

4 
x 5 H

2
O in Wasser

Das Farbreagenz wurde aus 50 Teilen Reagenz A und 1 Teil Reagenz B zusammengesetzt. 100µl

Probe wurden zu 2ml Farbreagenz gegeben, für 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die

Extinktion wurde bei 562 nm gemessen und der Proteingehalt mit Hilfe einer BSA Eichgerade im

Konzentrationsbereich von 10 bis 120µg ermittelt.

2.2.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Blotverfahren

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Proteine der HUVEC- und RPE-Extrakte wurden mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

nach der Methode von Laemmli (1970) aufgetrennt. Dabei wurden die Proteine mit Hilfe von Na-

trium-Dodecylsulfat (SDS) denaturiert und in Mizellen gleicher Ladung überführt, die dann ent-

sprechend ihrer molekularen Größe und negativen Ladung im Gel zur Anode („+Pol“) wanderten.

Vorbereitung der Proben

Von den homogenisierten Zellextrakten der HUVEC- und RPE-Zellen wurden jeweils 5µl entnom-

men und mit weiteren 5µl Proteinextraktionspuffer gemischt (Kapitel 2.5.). Diese Lösungen wur-

den für 1 Minute in der Minizentrifuge zentrifugiert und dann bei Raumtemperatur für eine Stunde

inkubiert.

Molekulargewichtsbestimmung

Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgte mittels SDS-PAGE. Dabei wurden Markerproteine

mit bekanntem Molekulargewicht sowie Matrixkomponentenstandards mit HUVEC- und RPE-

Zellextrakten verglichen.
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Folgende Markerproteine wurden zur Molekulargewichtsbestimmung verwandt:

Markerprotein apparentes MW (Dalton)

Rainbow-Marker (RM):

Myosin 200000

Phosphorylase b  97400

BSA  69000

Ovalbumin  46000

Karbonatanhydrase  30000

Trypsininhibitor  21500

Lysozym  14300

Low-Weight-Marker (LWM) :

Phosphorylase b  94000

Albumin  67000

Ovalbumin  43000

Karbonatanhydrase  30000

Trypsininhibitor  20100

alpha-Lactalbumin  14400

Die Matrixkomponenten Fibronektin, Kollagen IV und Laminin, aus dem Kaninchen gewonnen,

wurden als Standards ebenfalls auf die Gele aufgetragen.

Ein aufgereinigter, monoklonaler Antikörper, gegen humane korneale Endothelzellen (HCEC) ge-

richtet, wurde von  Prof. Dr. K. Engelmann etabliert und mit 9.3.E bezeichnet. Er erkennt ein

Protein der Basalmembran von HCEC mit einem MG von 130 kD. Die antigene Determinante, die

vom AK 9.3.E erkannt wird, wurde ebenfalls in HUVEC- und RPE Extrakten untersucht und nach-

gewiesen.

Für die Auftrennung der Proteine wurden käufliche Polyacrylamidgele mit einem Gradienten von

10-15%, SDS-Pufferstreifen, und Probenapplikatoren verwendet. Als Apparatur stand  eine Gel-

elektrophoresevorrichtung (Pharmacia) zur Verfügung.

Von den vorbereiteten Proben wurden jeweils 1µl  durch den Probenapplikator aufgenommen und

in die Elektrophoresevorrichtung eingesetzt. Die Gelelektrophorese lief für 30 Minuten mit einer

konstanten Stromstärke von 10 mA bei 15 °C.
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Silbernitratfärbung

Das anschließend gestartete Färbeprogramm basiert auf den Methoden von Heukeshoven und Der-

nick (1985) sowie Blum et al. (1987).

Lösung 1 10% Ethanol, 5% Essigsäure

Lösung 2 5% Glutaraldehyd

Lösung 3 H
2
O

Lösung 4 0,4% Silbernitrat

Lösung 5 2µg/ml Formaldehyd in 2,5% Natriumkarbonat

Lösung 6 2,7% Natriumthiosulfat

Lösung 7 5% Glycerin

Mit Lösung 1 wurden die zuvor aufgetrennten Gele bei 50°C für 6 Minuten gewaschen.

Dem schloß sich eine Denaturierung und Fällung der Proteine mit Lösung 2 von 6 Minuten bei

50°C an.

Es folgte ein 8 minütiges Waschen bei derselben Temperatur mit Lösung 1, darauf für 4 Minuten

mit Lösung 3.

Für die Färbung der Proteine wurde 0,4%ige Silbernitratlösung für 6,5 Minuten bei 40°C angewen-

det.

Im Anschluß wurde mit Lösung 3 für 1 Minute bei 30°C gespült. Die Lösung 5, als Entwickler

angewendet, hatte eine Einwirkungszeit von 4,5 Minuten bei 30°C. Um eine zu starke Hintergrund-

färbung zu vermeiden, wurde Lösung 6 für 2 Minuten bei 30°C eingesetzt, die den Färbevorgang

abschloß. Das in der Lösung 7 befindliche Glycerin wurde angewendet, um ein Reißen des Gels bei

anschließender Austrocknung zu verhindern.

Die gefärbten Gele wurden dunkel und trocken aufbewahrt.

Western Blot

Beim Verfahren des Western Blots (Renart et al., 1979) wurden nach einer SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und dort

mit spezifischen Antikörpern behandelt. Auf diese Weise konnten Proteine oder an sie gebundene

Substanzen immunologisch charakterisiert werden. Um die gebundenen, spezifischen Antikörper

nachzuweisen, wurde die Membran mit einem zweiten, gegen den spezifischen Antikörper gerich-

teten, Antikörper inkubiert. Dieser zweite Antikörper war mit einem Enzym gekoppelt, so daß bei

Zugabe des Substrates eine Farbreaktion eintrat und damit die entsprechende Proteinbande mar-

kiert wurde. Durch die Verwendung dieser zwei Antikörper trat außerdem ein Verstärkungseffekt

ein.

Zuerst wurden die Polypeptide mittels einer SDS-PAGE aufgetrennt. Für den Proteintransfer auf

Nitrozellulose wurde das Gel nach beendetem Lauf von der Trägerfolie abgetrennt und auf die
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passend zugeschnittene, zuvor in Transferpuffer eingeweichte, Nitrozellulose aufgebracht. Die in

entsprechender Größe zugeschnittenen Filterpapierstücke wurden in Transferpuffer eingeweicht.

Transferpuffer :  25 mM Tris

 192 mM Glycin

   20 % Methanol

Nacheinander wurden in die Elektrotransfereinheit zuerst drei Lagen Filterpapier, dann die Nitro-

zellulose, das Gel und anschließend drei Lagen Filterpapier übereinander geschichtet. Der Protein-

transfer erfolgte für 20 Minuten bei einer Stromstärke von 25 mA.

Immunoblotting

Die Nitrozellulosemembran wurde dreimal mit PBT (0,1% Tween 20 in PBS) gewaschen. Das

Detergens Tween 20 hatte die Aufgabe, die Oberflächenspannung des Wasser herunterzusetzen.

Danach wurde die Membran mit 5%iger BSA-Lösung +0,02% Tween 20 in PBS für 2 Stunden bei

Raumtemperatur abgesättigt, um unspezifischen Bindungen von IgG-Molekülen vorzubeugen.

Anschließend wurde die Nitrozellulose zweimal mit BSA-Waschpuffer gewaschen.

BSA-Waschpuffer: 0,5% BSA+0,02% Tween, in PBS

Die Lösung des ersten Antikörper wurde in BSA-Waschpuffer in der entsprechenden Verdünnung

angesetzt und die Nitrozellulose wurde eine Stunde bei Raumtemperatur in dieser Lösung inkubiert.

Antikörper gegen folgende Antigene wurden verwendet:

Antigen Quelle Art Verdünnung

Laminin Kaninchen Polyklonal 1:50

Kollagen IV Kaninchen Klon COL-94 1:100

Fibronektin Kaninchen Polyklonal 1:100

9.3.E. (aufgereinigt) Maus Monoklonal 1:10

Es folgte ein zweimaliger Waschgang und darauf die Inkubation  für 30 Minuten bei RT mit dem

zweiten Antikörper (Horseradish-Peroxidase-konjugierte Anti-Maus bzw-Kaninchen-Immun-

globuline), in der Verdünnung 1:100. Da die Peroxidase lichtempfindlich ist, wurden der zuletzt

beschriebene und alle weiteren Schritte im Dunkeln durchgeführt. Nach dem Waschen wurde die

Nitrozellulose zuletzt in Tris-Puffer gewaschen.

Tris-Puffer 50mM Tris, pH 7,35
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Schließlich wurde der Entwickler, der das Substrat für das Enzym enthielt, zugegeben.

Entwickler:3mg 4-Chlor-1-naphthol in 1ml Methanol lösen. Anschließend 5 ml

Tris-Puffer und 20µl H
2
O

2
-Lösung (30% ig) direkt vor der Anwendung zufügen.

Die Einwirkzeit des Entwicklers betrug zwischen 2-10 Minuten. Nach der eingetretenen Färbung

wurde zweimal mit PBS-Lösung abgestoppt, die Nitrozellulose getrocknet und im Dunkeln aufbe-

wahrt.

Dot Blot

Bei diesem Verfahren wurden die homogenisierten Zellextrakte beider Zellarten verwendet und

eine quantitative Aussage über die Bildung der Matrixkomponente Fibronektin  innerhalb einer

Passage bzw über mehrere Passagen hinweg gemacht.

Probenvorbereitung

Der Proteingehalt jede Probe wurde auf eine Konzentration von 1mg/ml eingestellt und eine

Verdünnungsreihe von 1:1, 1:10, 1:100 und 1:1000 hergestellt. Auf die zugeschnittene Nitrozellu-

lose wurden von jeder Lösung 1µm aufgetragen.

Eine Standardreihe für Fibronektin mit der Ausgangskonzentration von 1mg/ml wurde in einer

Verdünnung von 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000  und 1: 1000000 auf die Nitrozellulose

aufgetragen.

Die Proben wurden im Anschluß, wie bereits im Abschnitt 2.2.4. beschrieben, nach dem Verfahren

des Immunoblotting untersucht.

2.2.7.Dokumentation der Ergebnisse

Die an den Zellkulturen und Gewebeschnitten durchgeführten Färbungen wurden fotografisch mit

dem am Mikroskop befindlichen Fotoautomaten (Leitz Fluovert Wild) festgehalten. Die Western

Blots und silbernitratgefärbten Gele wurden mit Unterstützung des Fotolabors der Augenuniversitäts-

klinik Hamburg an der Reprovit fotografiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkultur

Für die immunhistochemische und morphologische Charakterisierung der humanen retinalen

Pigmentepithelzellen und der vaskulären Endothelzellen der Nabelschnurvene war das Anlegen

ihrer Zellkulturen die Voraussetzung. Für die Untersuchungen war von Bedeutung, daß reine

Zellkulturen vorlagen. Das Wachstumsverhalten und die Morphologie beider Zellarten wurden über

mehrere Passagen hinweg beobachtet und fanden Berücksichtigung bei den immunologischen Un-

tersuchungen.

Die Identität der RPE und HUVEC wurde hinsichtlich der antigenen Determinanten gegen Anti-

körper der zellassoziierten Proteine, der Intermediärfilamente, der Matrixkomponenten und der

neuroendokrin/neuroektodermalen Marker in Färbungen und an Gewebeschnitten

immunhistochemisch untersucht.

3.1.1 Morphologie und Wachstumsverhalten der RPE Zellkultur

Nach erfolgreicher Isolierung benötigten die Primärkulturen der RPE Zellen 8-10 Tage zur Ausbil-

dung eines konfluenten Monolayers. Die Zellen waren epitheloid bis hexagonal und enthielten

Pigment (Abbildung 1). Der Kern und die Zellgrenzen  waren gut abgrenzbar.

Bereits bei der Proliferation der Zellen in der Primärkultur war ein Verlust ihres Pigmentgehaltes

unter dem Phasenkontrastmikroskop zu beobachten. Das einsetzende Wachstum der Zellen war

inselförmig. Das Umsetzen in die 1. Passage erfolgte in einem Verhältnis von 1:2. Die zur Ausbil-

dung eines konfluenten Monolayers benötigte Zeit betrug 4-5 Tage. Dieser Monolayer zeigte die

typisch wabenähnliche, gleichmäßige Anordnung der Zellen. Diese enthielten nur noch Melanins-

puren und teilweise waren Konglomerate von Pigment außerhalb der Zelle zu erkennen (Abbil-

dung 2).

Die weitere Subkultivierung erfolgte im Verhältnis 1:4, da die Zellen ein vermehrtes Wachstum

zeigten.

In den Passagen 2-4 war ein ausgeprägtes Proliferationsverhalten mit einer Generationszeit von 2-

3 Tagen zu beobachten. Das Melanin war nun völlig verschwunden (Abbildung 3).

Für die immunhistochemischen Färbungen fanden die Zellen der 1. bis 5. Passage im sub- bis

konfluenten Zustand Anwendung.

Die Morphologie änderte sich bei den RPE Zellen im Verlauf der Subkultivierung dahingehend,

daß sie länglicher, fibroblastoider wurden und ihre Kontaktinhibition verloren (Abbildung 4). Eine

weitere Beobachtung war, daß einige Zellkulturen stärker proliferierten, und damit die morphologi-

schen Veränderungen rascher auftraten.

Ab der 6.-7. Passage nahm das Zellzytoplasma an Volumen zu und die Zellen erschienen morpho-

logisch Zellen größer und abgerundet. Die Fähigkeit zur Zellteilung war vermindert, was als Aus-

druck der beginnenden Seneszenz zu werten war (Abbildung 5).
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Abbildung 1 Semikonfluente Primärkultur der retinalen Pigmentepithelzellen 5 Tage

nach Aussaat. Die Zellen sind epitheloid und melanin-haltig.

(Vergrößerung 200-fach)

Abbildung 2 Kultivierte RPE Zellen der 1. Passage mit typischer, wabenähnlicher

Morphologie und Spuren von Melanin, in Inseln wachsend.

(Vergrößerung 100-fach)
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Abbildung 3 Subkonfluente Kultur von RPE in der 2. Passage. Im Zentrum haben die

Zellen typische Morphologie, der Randbereich zeigt elongierte Zellen.

Zellverbände beginnen sich „fischgräten“artig zu verbinden. In diesen

Arealen finden sich langgestreckte Zellkerne.(Vergrößerung 100-fach)

Abbildung 4 Fibroblasten-ähnliche, stark proliferierende RPE Kultur der 4. Passage

nach 5 Tagen Kultivierung mit Zunahme des Fischgrätencharakters. Zel-

len sind stark elongiert und haben ihre Kontaktinhibition verloren. (Ver-

größerung 100-fach)
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Abbildung 5 Seneszente RPE Zellen in der 7. Passage. Sie zeigen große Zellen mit

stark vermehrtem Zytoplasma im Vergleich zu kleinen Kernen.

(Vergrößerung 200-fach)

3.1.2 Morphologie und Wachstumsverhalten der HUVEC Zellkultur

Bei der Kultivierung der vaskulären Endothelzellen aus der Nabelschnurvene zeigten die Zellen

der Primärkultur bereits nach 2 Tagen einen konfluenten Monolayer, der unter dem Phasenkontrast-

mikroskop eine gleichmäßige und kopfsteinpflasterähnliche Anordnung aufwies (Abbildung 6).

Die vaskulären Endothelzellen waren im Vergleich zu den RPE Zellen in Kultur kleiner und nach

24 Stunden wurde bereits ein konfluenter, gleichmäßiger Zellrasen gebildet.

Die vaskulären Endothelzellen wurden 7 Passagen hindurch kultiviert und in einem Verhältnis von

1:4 umgesetzt. Dabei wurden keine großen morphologischen Veränderungen beobachtet.

Ab der 6. Passage zeigten einige Zellen eine verminderte Proliferationsrate. Die dabei entstande-

nen zellfreien Bereiche wurden durch größere, atypisch geformte Zellen besiedelt, die ein längli-

ches Aussehen erhielten. Diese unterschieden sich dennoch von den Zellen, die als fibroblastoide

RPE Zellen bezeichnet wurden.
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Abbildung 6 Zellkultur von vaskulären Endothelzellen der 1. Passage mit

typischer kopfsteinplasterartigen Morphologie.

(Vergrößerung 320-fach)

3.2 Qualitativer immunologischer Proteinnachweis an Zellkulturen und

Gewebeschnitten

Bei den immunologischen Färbungen in der Zellkultur wurden die Alkalische Phosphatase,

 die Meerrettich Peroxidase- und die Immunfluoreszenzfärbung an jeweils drei verschiedenen

Zellkulturen der RPE Zellen und HUVEC durchgeführt. Dabei wurden die Antikörperverdünnungen

sowie die einzelnen Arbeitsschritte nicht verändert. War das Ergebnis nicht eindeutig, wurde die

Anzahl der Färbungen von 3 auf bis zu 7 Durchgänge erhöht.

Beim Nachweis der zu untersuchenden antigenen Determinanten an den Gewebeschnitten standen

ein Bulbus und 2 Nabelschnüre zur Verfügung, die pro Antikörper jeweils 3 mal mit dem LSAB2-

Kit der Firma Dako gefärbt wurden.

Als Positivkontrolle wurde der Nachweis von Aktin in der Zellkultur und am Gewebeschnitt er-

bracht. Aktin, als ein wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts beider Zelltypen zeigte eine eindeutig

positive und intensive Anfärbung. Für die Negativkontrolle fanden Antikörper aus der Maus und

dem Kaninchen Anwendung. Während keine Reaktion mit dem Antikörper aus der Maus auftrat,

war eine verstärkte Hintergrundfärbung beim Antikörper aus dem Kaninchen in der Zellkultur zu

beobachten. Diese konnte beim Vergleich mit der positiven Antikörperreaktion vernachlässigt wer-

den. Bei der Kontrollfärbung der Gewebeschnitte war das Ergebnis eindeutig negativ.
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3.2.1 Matrixproteine

Die HUVEC und das RPE synthetisieren eine auch mikroskopisch sichtbare extrazelluläre Matrix,

die sich unter anderem aus den Bestandteilen Fibronektin, Laminin und Kollagen IV zusammen-

setzt. Die Bildung der einzelnen Matrixkomponenten wurde mit entsprechenden Antikörpern nach-

gewiesen. Für diesen Nachweis wurden die Zellen 1-5 Wochen auf Klonierungsplatten gezüchtet.

Die drei Zellkulturen wurden teilweise einer Vorbehandlung mit Ammoniumhydroxid unterzogen,

die eine Lyse der Zellen bewirkt, wie im Kapitel 2.3 bereits beschrieben. Auf diese wird  beim

Auswerten der Abbildungen noch einmal eingegangen.

Zusätzlich wurde eine Kinetik erstellt, die den Zusammenhang zwischen Alter der Zellkultur und

gebildeter Menge beispielhaft für Fibronektin qantitativ bei beiden Zelltypen darstellt (Kapitel 3.3.3).

Fibronektin

In den Kulturen von RPE Zellen und HUVEC wurde der extrazelluläre Matrixbestandteil Fibronektin

mittels eines polyklonalen Antikörpers nachgewiesen. So begannen die Zellen beider Zellarten ab

dem 4.-5. Tag eine Gitterstruktur aus Fibronektinfasern auszubilden, welche nach 3-5 Wochen die

gesamte Fläche des Zellrasens einnahm. Bereits ab der 2. Woche wurde ein immer dichter werden-

des Netzwerk aus Fibronektin gebildet..

In den RPE Kulturen entstand ein feinmaschiges, stark vernetztes Muster aus extrazellulären

Fibronektinfasern, erkennbar in Abbildung 7 mit Ammoniumhydroxid in der 3. Woche vorbehandelt,

sowie ohne Vorbehandlung in der 5. Passage auf der Abbildung 8. Hierbei ließ sich eine eindeutige

Dichtezunahme mit zunehmender Kulturdauer erkennen.

Bei den vaskulären Endothelzellen zeigten die Zellränder zunächst eine heterogene, schwache An-

färbung (Abbildung 9), die aber mit zunehmender Faserdichte verschwand. Im Unterschied zu den

RPE Zellen bildeten die HUVEC extrazellulär ein großmaschiges und flächiges Strukturnetz aus

(Abbildung 10).

Im Vergleich zu Laminin und Kollagen IV konnte Fibronektin bereits nach 3 tägiger Kulturdauer

extrazellulär nachgewiesen werden.
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Abbildung 7 Immunologischer Nachweis von Fibronektin in einer RPE Kultur. Die

Zellen befanden sich in der 3. Passage und waren 16 Tage kultiviert. Vor der

Färbung wurde die Kultur mit Ammoniumhydroxid zur Lyse der Zellen vor

behandelt. Der Sekundärantikörper war mit AP markiert.

(Vergrößerung 100-fach)

Abbildung 8 Immunologischer Nachweis von Fibronektin in einer RPE Kultur, die 30

Tage kultiviert wurden. Stark vernetztes Gitter aus Fibronektin extrazellulär zu

erkennen. Der Sekundärantikörper war mit AP markiert. (Vergrößerung 100-fach)
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Abbildung 9 Immunologischer Nachweis von Fibronektin in einer  HUVEC Kultur

der 1. Passage nach 9 Tagen Kultivierung. Beginnende Fibronektinbildung

extrazellulär sowie schwache, unregelmäßige Zellrandfärbung.

Der Sekundärantikörper war mit AP konjugiert. (Vergrößerung 200-fach)

Abbildung 10 Immunologischer Nachweis von Fibronektin in einer Kultur vaskulärer

Endothelzellen der 3. Passage. Die Kulturdauer betrug 25 Tage. Das extrazelluläre

Fasernetz aus Fibronektin erscheint großmaschiger und flächiger bei den HUVEC.

Der Sekundärantikörper war mit AP konjugiert. (Vergrößerung 200-fach)
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Laminin

Bei den Untersuchungen mit einem polyklonalen Antikörper gegen Laminin zeigten beide Zellarten

in der Kultur eine Anfärbung. Die Laminin produzierenden Zellen zeigten nach 2 Wochen erste

Anzeichen von Lamininproduktion. Diese äußerte sich in unregelmäßig starken Zytoplasmaan-

färbungen, unter Aussparung des Nukleus (Abbildungen 11 und 13). Wurden die Zellen über 4

Wochen kultiviert, bildeten sich Lamininfasern zwischen den Zellen, deren Struktur aber nicht so

gleichmäßig und dicht wie beim Fibronektin war.

Nach Verwendung von Ammoniumhydroxid-Lösung, die die Zellen eliminierte, konnte die netz-

artige Struktur der Lamininfasern nachgewiesen werden (Abbildungen 12 und 14).

Der Nachweis des Antigens gegen den polyklonalen Antikörper Laminin konnte nicht eindeutig am

Gewebeschnitt des Auges und der Nabelschnur für die RPE und HUVEC in situ erbracht werden,

da keine sichere Zuordnung der extrazellulär gefärbten Strukturen zu den HUVEC und RPE mög-

lich war. So enthielt der pathologisch erweiterte subretinale Raum am Gewebeschnitt des Auges

angefärbte Strukturen (Abbildung 15).

Im Gewebeschnitt der Nabelschnurvene wies die unter den HUVEC befindliche Struktur, bei der es

sich um die Basalmembran dieser Zellen handelt, eine deutliche Färbung auf.

Eine eindeutige Färbung zeigten auch Muskel und Stromazellen im Gefäßanschnitt der Nabelschnur-

vene (Abbildung 16).

Abbildung 11 Immunologischer Nachweis von Laminin in kultivierten RPE Zellen der

3. Passage nach 15 Tagen Kultivierung. Das Zytoplasma der Zellen zeigt

unregelmäßige Anfärbungen unter Aussparung des Kernes.

Der Sekundärantikörper war AP markiert. (Vergrößerung 200-fach)
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Abbildung 12 Immunologischer Nachweis von Laminin in RPE Zellen der 5. Passage.

Die Kultur wurde zur Lyse der Zellen mit Ammoniumhydroxid vorbehandelt.

Das Bild zeigt die typische Lamininstruktur.

Der Sekundärantikörper war AP konjugiert. (Vergrößerung 100-fach)

Abbildung 13 Immunologischer Nachweis von Laminin in vaskulären Endothelzellen der

3. Passage. Die Zellen wurden nach 15 Tagen Zellkultur gefärbt. Der

Sekundärantikörper war AP konjugiert. (Vergrößerung 100-fach)
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Abbildung 14 Immunologischer Nachweis von Laminin in der Kultur von HUVEC in der

2. Passage nach 24 Tagen Kultivierung. Es erfolgte eine Vorbehandlung mit

Ammoniumhydroxid. Der Sekundärantikörper war AP konjugiert.

(Vergrößerung 200-fach)
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1- neurosensorische Retina (1., 2., 3. Neuron)

2- subretinaler Raum

3- RPE und Bruch‘sche Lamina

4- Choriokapillaris und Lamina vasculosa choroideae und Choriokapillaries

5- Sklera

Abbildung 15 Gewebeschnitt des Auges ohne Nachweis von Laminin im RPE. Anfärbung

einer Struktur im subretinalen Raum (Pfeil). Die Färbung wurde mit dem LSAB2-

Kit durchgeführt. (Vergrößerung 40-fach).
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1- Lumen der Vena umbilikalis

2- HUVEC (erste, lumenwärts gerichtete, einschichtige Zellschicht)

3- Intima, Media und Adventitia mit Muskel- und Stromzellen

Abbildung 16 Gewebeschnitt der Nabelschnur ohne Nachweis von Laminin in den

HUVEC Zellen. Darunter befindliche Membran, Muskel-und Stromazellen

zeigen Anfärbung. Die Färbung wurde mit dem LSAB2-Kit durchgeführt.

(Vergrößerung 20-fach)

Kollagen IV

In der Kultur der RPE Zellen und HUVEC band der monoklonale Antikörper gegen Kollagen IV.

Diese Matrixkomponente war frühestens nach 2 und optimal nach 3-4 Wochen Kulturdauer ein-

deutig an ihrer stark vernetzten, mehrschichtigen Faserstruktur zu erkennen. Zum Nachweis wurde

die Alkalische Phosphatase- und Immunfluoreszenzfärbung angewendet. Die Intensität der Fär-

bung nahm mit der Kultivierungszeit der Zellen zu.

Bei der RPE Kultur konnte eine wabenähnliche Gitterstruktur erkannt werden, die in einigen Berei-

chen verdichteter erschien (Abbildung 17).

49



Abbildung 17 Immunologischer Nachweis von Kollagen IV in der Zellkultur vom RPE der

4. Passage. Die Zellen waren vor der Färbung 20 Tage kultiviert worden.

Wabenähnliche Gitterstruktur aus Kollagen IV mit lokalen Verdichtungen.

Der Sekundärantikörper war AP markiert. (Vergrößerung 100-fach)

Beim Immunfluoreszenznachweis des Antikörpers gegen Kollagen IV waren die kollagenen Netz-

stränge zusammengelagert  und sehr dicht (Abbildung 18).

Abbildung 18 Immunfluoreszenznachweis von Kollagen IV in 5 Wochen kultivierten

RPE der 2. Passage. Der Sekundärantikörper war FITC konjugiert.

(Vergrößerung 100-fach)
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Bei den vaskulären Endothelzellen in der Zellkultur zeigte der Verlauf zunächst eine starke An-

färbung des Zytoplasmas der Zellen sowie der Zellränder. Es schien, als würden die kollagenen

Fasern strahlenförmig außerhalb der Zellbegrenzung auseinanderlaufen (Abbildung 19).

Abbildung 19 Immunologischer Nachweis von Kollagen IV in kultivierten vaskulären

Endothelzellen der 3. Passage nach 16 Tagen Kultivierung.

Der Sekundärantikörper war AP konjugiert. (Vergrößerung 200-fach)

Die HUVEC bildeten ein großmaschiges Kollagenmuster mit unterschiedlich dicken Netzsträngen,

die in der Immunfluoreszenzfärbung gut zu erkennen waren.

Abbildung 20 Immunfluoreszuenznachweis von Kollagen IV bei kultivierten HUVEC,

deren Kultivierungsdauer 31 Tage betrug. Der Sekundärantikörper war

FITC konjugiert. (Vergrößerung 200-fach)
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3.2.2 Zellassoziierte Proteine

Für die Charakterisierung  der vaskulären Endothelzellen wurden typische Endothelmarker, wie

der von Willebrand Faktor, Endoglin, CD 31,  Ulex europaeus Lektin und Antithrombim III ver-

wendet.

von Willebrand Faktor (Faktor VIII)

Dieser, als typischer Endothelmarker eingesetzte, polyklonale Antikörper zeigte bei beiden Zelltypen

eine Anfärbung in vitro. Dabei war die Anfärbung der RPE schwächer ausgeprägt, aber eindeutig

(Abbildung 21). Der Zellkern blieb ungefärbt, das Zytoplasma, insbesondere in Kernnähe, wurde

gefärbt.

Der Nachweis des Antigens wurde an 7 verschiedenen RPE Zellinien 10 mal wiederholt, und der

eingesetzte Antikörper wies immer eine Bindung gegen den von Willebrand Faktor auf.

Bei den kultivierten HUVEC war das gesamte Zytoplasma angefärbt und wurde mit einer Alkali-

schen Phosphatase- und Immunfluoreszenzfärbung dargestellt (Abbildungen 22 und 23).

Im Gewebeschnitt der Nabelschnur wurde das Endothel der Nabelschnurvene mit dem Antikörper

gegen den von Willebrand Faktor nachgewiesen (Abbildung 24). Im Augenpräparat wies das RPE

keine markierten Strukturen gegen den von Willebrand Faktor auf.

Abbildung 21 Immunologischer Nachweis des von Willebrand Faktors an RPE Zellen der

4. Passage, nach 14 Tagen Kulturdauer. Kernnahe Zytoplasmaanfärbungen

sind erkennbar.Der Sekundärantikörper war AP konjugiert. (Vergrößerung 200-

fach)
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Abbildung 22 Immunologischer Nachweis des von Willebrand Faktors an kultivierten

vaskulären Endothelzellen, der 3. Passage nach 3 Tagen Kultivierung.

Es sind Anfärbungen des gesamten Zytoplasmas in den HUVEC ersichtlich.

Der Sekundärantikörper war AP markiert. (Vergrößerung 200-fach)

Abbildung 23 Immunfluoreszenznachweis des von Willebrand Faktors in einer

HUVEC Kultur der 2. Passage. Der Sekundärantikörper war FITC konjugiert.

(Vergrößerung 100-fach)
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1- Lumen der Vena umbilikalis

2- HUVEC (rote Anfärbumg der lumenwärts gerichteten Zellschicht)

Abbildung 24 Paraffingewebeschnitt der Nabelschnur mit Nachweis des

von Willebrand Faktors im Endothel (Pfeil). Die Färbung wurde mit LSAB2-Kit

durchgeführt. (Vergrößerung 40-fach)

Endoglin

Des weiteren wurde der kürzlich von der Firma Dako isolierte, monoklonale Antikörper gegen

Endoglin an beiden Zelltypen in Kultur angewendet. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt. In

den HUVEC Kulturen war das Antigen, wenn auch schwach, vorhanden (Abbildung 25). Seine

genaue Lokalisation in der Zelle war nicht zu bestimmen, da die Färbung gleichmäßig auf dem

Zellrasen verteilt war.

In der RPE Kultur konnte kein Endoglin nachgewiesen werden.

Bei der Anwendung des Antikörpers gegen Endoglin am Gewebeschnitt des Auges und der Nabel-

schnur zeigte das Endothel der Nabelschnurvene eine Anfärbung (Abbildung 26). Eine Bindung an

das RPE im Augenpräparat wurde nicht festgestellt.
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Abbildung 25 Immunologischer Nachweis von Endoglin in der Zellkultur der vaskulären

Endothelzellen der 2. Passage, seit 20 Tagen kultiviert.

Der Sekundärantikörper war AP markiert. (Vergrößerung 100-fach)

1- Lumen der Vena umbilikalis

2- HUVEC (rote Anfärbung der lumenwärts gerichteten Zellschicht)

Abbildung 26 Gewebeschnitt der Nabelschnur, in dem Endoglin nachgewiesen wurde

(Pfeil). Die Färbung wurde mit LSAB2-Kit durchgeführt.

(Vergrößerung 20-fach)
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CD 31

Unter Verwendung des Antikörpers CD 31 wurden die Kulturen der RPE Zellen und HUVEC mit-

einander verglichen. Der Nachweis des monoklonale Antikörpers CD 31 zeigte eine intensive An-

färbung des gesamten Zytoplasmas, unter Aussparung des Nukleus, in den kultivierten vaskulären

Endothelzellen (Abbildung 27).

In der Zellkultur konnte keine Bindung des Antikörper gegen CD31 an RPE nachgewiesen werden.

Abbildung 27 Immunologischer Nachweis von CD 31 in der Zellkultur von HUVEC in der

3. Passage. Es ist eine starke Anfärbung des Zytoplasmas zu erkennen.

Der Sekundärantikörper war AP markiert. (Vergrößerung 320-fach)

Ulex europaeus

Der polyklonale Antikörper gegen Ulex europaeus Lektin reagierte in der Zellkultur mit den

vaskulären Endothelzellen, nicht aber mit den RPE Zellen.

Bei der HUVEC Zellkultur zeigte sich eine starke, unregelmäßige Färbung des Zytoplasmas mit

strahlenförmigen Ausläufern von den Zellen in den interzellularen Raum. Es gab Zellkernausspa-

rungen aber auch komplette Anfärbungen von Zellen (Abbildung 28).
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Abbildung 28 Immunologischer Nachweis von Ulex europaeus Lektin in kultivierten

vaskulären Endothelzellen der 5. Passage. Der Primärantikörper war HRPO

konjugiert. (Vergrößerung 200-fach)

Antithrombin III

Antithrombin III wurde sowohl in kultivierten RPE Zellen als auch in den vaskulären Endothel-

zellen gefunden.

Der Nachweis von Antithrombin III in der RPE Kultur zeigte eine unregelmäßige Anfärbung des

Zellplasmas, teilweise unter fehlender Abgrenzung des Zellkernes. Des weiteren waren markierte

Einschlüsse innerhalb der Zelle als auch außerhalb zu finden (Abbildung 29).

Bei den HUVEC färbte der polyklonale Antikörper den Zellrasen ungleichmäßig. Die Aussparung

des Nukleus war gut vom inhomogen gefärbten Plasma abzugrenzen

(Abbildung 30).
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Abbildung 29 Immunologischer Nachweis von Antithrombin III (polyklonaler Antikörper)

in der RPE Kultur der 3. Passage, subkonfluent gewachsen.

Der Sekundärantikörper war mit AP markiert. (Vergrößerung 200-fach)

Abbildung 30 Immunologischer Nachweis von Antithrombin III bei HUVEC der

3. Passage, subkonfluent.

Der Sekundärantikörper war mit AP markiert. (Vergrößerung 200-fach)
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3.2.3 Intermediäre Filamente

Intermediäre Filamente bestehen aus biochemisch und immunologisch unterscheidbaren Unterein-

heiten und bilden stabile, charakteristische Komponenten des Zytoskeletts.

In der vorliegenden Arbeit wurden das Vorkommen folgender Komponenten bei den vaskulären

Endothelzellen und retinalen Pigmentepithelzellen untersucht:

Zytokeratin 8

Zytokeratin 18

Zytokeratin 19

gemeinsames Epitop der Zytokeratine1, 5, 10, 14

Vimentin

Zytokeratin 8

Der Nachweis von Zytokeratinen ist charakteristisch für Epithelzellen. Die Bindung des

monoklonalen Antikörper gegen Zytokeratin 8 wurde in der RPE Kultur und am Gewebeschnitt des

Auges nachgewiesen (Abbildung 31 und 31a). Bei den vaskulären Endothelzellen zeigte sich keine

Anfärbung in der Zellkultur. Das Zytoskelett der RPE wies eine intensive, aber ungleichmäßige

Färbung auf. Der Kern wurde nicht angefärbt.

Abbildung 31 Immunologischer Nachweis von Zytokeratin 8 in kultivierten RPE Zellen

der 5. Passage nach 10 Tagen Kultivierung.

Der Sekundärantikörper war AP markiert. (Vergrößerung 200-fach)
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Abbildung 32 Gewebeschnitt des Auges, in dem Zytokeratin 8 im RPE (Pfeil)

nachgewiesen wurde. Die Färbung wurde mit LSAB2-Kit durchgeführt. (Vergrö

ßerung 100-fach)

Zytokeratin 18

Auch der Antikörper gegen das monoklonale Zytokeratin 18 konnte in den kultivierten RPE nach-

gewiesen werden. Die Anfärbung des Zytoplasmas war relativ schwach ausgeprägt und der Kern

nicht mit einbezogen (Abbildung 33).

Bei der Untersuchung auf das Vorkommen von Zytokeratin 18 in der Zellkultur von vaskulären

Endothelzellen konnte kein Nachweis erbracht werden.
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Abbildung 33 Immunologischer Nachweis von Zytokeratin 18 in einer Zellkultur von

RPE, der 3. Passage. Der Sekundärantikörper war AP konjugiert.

(Vergrößerung 100-fach)

Zytokeratin 19

Eine Bindung an den Antikörper gegen das monoklonale Zytokeratin 19 wurde im RPE in vitro,

nicht aber mit den vaskulären Endothelzellen nachgewiesen. Bei der RPE Kultur zeigte das

Zellplasma eine unterschiedlich verteilte und dichte Anfärbung, unter Aussparung des Kernes (Ab-

bildung 34).Der gesamte Zellrasen erschien ungleichmäßig gefärbt. Große Zellen wurden stärker

angefärbt. Es war zu beobachten, daß mit Zunahme der Passagen und dem Auftreten großvolumi-

ger Zellen die Färbung intensiver wurde.
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Abbildung 34 Immunologischer Nachweis von Zytokeratin 19 bei Zellen einer RPE Kultur

der 5.Passage. Der Sekundärantikörper war AP konjugiert.

(Vergrößerung 200-fach)

Gemeinsames Epitop der Zytokeratine 1, 5, 10 und 14

In der Kultur der retinalen Pigmentepihelzellen konnte eine Bindung des Antigens an das gemein-

same Epitpop der Zytokeratine 1, 5, 10 und 14 nachgewiesen werden. Vorrangig große, teils poly-

gonale Zellen mit zahlreichen Ausläufern wurden angefärbt (Abbildung 35). Diese makrophagen-

ähnlichen Zellen zeigten eine komplette Zytoplasmaanfärbung mit Ausnahme des Zellkernes. Teile

des Zellrasens waren nicht angefärbt und unterschieden sich durch die geringere Zellgröße von den

gefärbten Arealen.

Bei den vaskulären Endothelzellen wurde das gemeinsame Epitop nicht exprimiert.
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Abbildung 35 Immunologischer Nachweis von Zytokeratin 1,5,10,14 in retinalen

Pigmentepithelzellen einer Kultur in der 2. Passage.

Makrophagen-ähnliche Zellen zeigen komplette Anfärbung des Zytoplasmas. Der

Sekundärantikörper war AP konjugiert. (Vergrößerung 100-fach)

Vimentin

Das intermediäre Filament Vimentin wird normalerweise in nichtepithelialen Geweben exprimiert.

Bei den Untersuchung wurde der polyklonale Antikörper angewendet, der sowohl in Zellkulturen

der vaskulären Endothelzellen als auch im RPE das entsprechende Antigen band (Abbildungen 36

und 37). Das Ergebnis war bei allen Färbungen eindeutig in einer homogenen und starken

Zytoplasmaanfärbung zu erkennen. Der Zellrasen war in allen Bereichen der Kulturfläche angefärbt

und die Zellkonturen deutlich abgrenzbar.

Im Gewebeschnitt des Auges und der Nabelschnur konnte das Antigen nachgewiesen werden. Das

RPE im Augenprärarat enthielt punktförmige Anfärbungen (Abbildung 38). Die Färbung der

Nabelschnurvene war nicht nur auf das Endothel beschränkt und zeigte auch noch Bindung an die

darunterliegenden Gewebsschichten (Abbildung 39).
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Abbildung 36 Immunologischer Nachweis von Vimentin in einer RPE Kultur der

3. Passage. Der Sekundärantikörper war AP konjugiert.

(Vergrößerung 200-fach)

Abbildung 37 Immunologischer Nachweis von Vimentin in einer Kultur vaskulärer

Endothelzellen der 4. Passage. Der Sekundärantikörper war AP

markiert. (Vergrößerung 200-fach)
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1- neurosensorische Retina, 2- Subretinaler Raum, 3- RPE und Bruch‘sche

Lamina, 4- Choriokapillaris, 5- Sklera

Abbildung 38 Gewebeschnitt des Auges mit dem Nachweis von Vimentin im RPE (Pfeil).

Die Färbung wurde mit LSAB2-Kit durchgeführt. (Vergrößerung 40-fach)

1- Lumen der Vena umbilikalis, 2- HUVEC (einschichtig, lumenwärts),

3- Media und Adventitia

Abbildung 39 Gewebeschnitt der Nabelschnurvene, in dem Vimentin nachgewiesen

wurde. Die Färbung wurde mit LSAB2-Kit durchgeführt. (Vergrößerung 20-fach)
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3.2.4 NSE (Neuronen spezifische Enolase)

NSE ist ein neuroendokriner, neuroektodermaler Marker. Der verwendete Antikörper gegen NSE

war gegen die gamma-Untereinheit der Enolase gerichtet, die hauptsächlich von Zellen neuronalen

Ursprungs exprimiert wurde. Er zeigte keine Kreuzaktivität mit der alpha-oder beta-Untereinheit

dieses Isoenzyms. Es wurde ein mono- und polyklonaler Antikörper verwendet.

Der Nachweis mit dem polyklonalen Antikörper konnte in den Zellkulturen von RPE und HUVEC

und in den Gewebeschnitten des Auges und der Nabelschnurvene erbracht werden.

Bei den RPE Zellkulturen war eine eindeutige Anfärbung des Zytoplasmas zu erkennen, die

perinukleär betont war (Abbildung 40). Der Kern blieb ausgespart. Die Intensität der Färbung war

von der Größe und dem Alter der Zellen abhängig. In Zellen früherer Passagen war die Färbung

ausgeprägter, als in späteren. In den früheren Passagen zeigten insbesonders große, abgerundete

Zellen (Makrophagen-ähnlich) eine intensive Bindung des Antikörpers.

Abbildung 40 Immunologischer Nachweis von NSE (polyklonaler Antikörper) in

kultivierten RPE Zellen der 4. Passage. Der Sekundärantikörper war mit AP kon-

jugiert. (Vergrößerung 200-fach)
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Bei seneszenten Zellen, mit weit ausgebreiteten Spindelzellen, kleinem Zellkern und langen Fort-

setzen  war das Zytoplasma nur noch schwach angefärbt (Abbildung 41).

Abbildung 41 Immunologischer Nachweis von NSE (polyklonaler Antikörper) in einer RPE-

Kultur der 6. Passage mit seneszenten Zellen.

Der Sekundärantikörper war mit AP konjugiert.

(Vergrößerung 200-fach)
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Der Gewebeschnitt des Auges zeigt, daß der polyklonale Antikörper an das RPE und die

neurosensorische Netzhaut band (Abbildung 42).

Im Gewebeschnitt der Nabelschnurvene wurde keine Anfärbung beobachtet.

Netzhautschichten des Auges:

1= neurosensorische Retina (1., 2., 3. Neuron)

2= subretinaler Raum

3= RPE + Bruchsche Lamina

4= Choriokapillaris +Lamina vasculosa choroideae

5=Sklera

Abbildung 42 Gewebeschnitt des Auges, an dem NSE (polyklonaler Antikörper)

nachgewiesen wurde (Pfeil). Die Färbung erfolgte unter Anwendung

von LSAB2-Kit der Firma Dako. (Vergrößerung 40-fach)
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Bei den kultivierten HUVEC war ebenfalls ein Binden des polyklonalen Antiköper NSE nachweis-

bar (Abbildung 43). Die Anfärbung war schwächer und nicht auf bestimmte Strukturen in der Zelle

zurückzuführen. Es scheint sich hierbei um eine unspezifische Bindung des neuroektodermalen

Markers an mesodermale Zellen zu handeln, worauf in der Diskussion weiter eingegangen wird.

Abbildung 43 Immunologischer Nachweis von NSE (polyklonaler Antikörper) in der

Zellkultur von vaskulären Endothelzellen.

Der Sekundärantikörper war mit AP markiert. (Vergrößerung 100-fach)

Ein Nachweis der Bindung des monoklonalen Antikörpers gegen NSE konnte weder in der Zellkultur

noch am Gewebeschnitt für RPE und HUVEC erbracht werden.

3.2.5 Antikörper 9.3.E

Mit der Immunfluoreszenzfärbung wurde eine Bindung des monoklonalen Antikörpers 9.3.E an

vaskuläre Endothelzellen der Nabelschnurvene und RPE Zellen nachgewiesen. Dabei wurde in

Kulturen des retinalen Pigmentepithels ein sich änderndes Färbeverhalten gefunden.

So zeigte sich zum Zeitpunkt der Semikonfluenz eine starke Anfärbung der gesamten Zelle, ein-

schließlich bzw insbesondere im Bereich des Zellkernes (Abbildung 44).

Mit Zunahme der Konfluenz blieb die starke Färbung im Zytoplasma der Zelle erhalten. Der Kern-

bereich erschien jedoch schwächer gefärbt und war nicht mehr eindeutig abgrenzbar (Abbildung

45). Eine weitere Beobachtung wurde bei einer seit 2 Wochen konfluent gewachsenen Kultur des
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RPE gemacht, die nur eine Anfärbung im Bereich der Zellgrenzen aufwies (Abbildung 46). Es

schien, als wenn die Expression des Antigens von der Wachstumsphase der RPE Zellen abhängig

ist. So wurde bei den durchgeführten Färbungen beobachtet, daß bei Verwendung von RPE Zellen

im semikonfluenten Stadium eine Färbung im Bereich der gesamten Zelle auftrat, während nach

mehrtägiger Konfluenz die Färbeintensität abnimmt. Bei der antigen-präsentierenden Substanz

handelt es sich um einen Bestandteile der Basalmembran, der während der Kultivierung offensicht-

lich unterschiedlich exprimiert wird.

Da der Antikörper 9.3.E nicht paraffingängig war, konnte keine Färbung am Gewebeschnitt durch-

geführt werden.

Abbildung 44 Immunfluoreszenznachweis von 9.3.E (monoklonaler Antikörper). Die

semikonfluent gewachsenen RPE Zellen zeigen Anfärbungen der gesamten

Zelle, insbesondere des Kernes.

Der Sekundärantikörper war mit FITC markiert. (Vergrößerung 320-fach)
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Abbildung 45 Immunfluoreszenznachweis von 9.3.E an konfluenter RPE Kultur der

3.Passage nach 4 Tagen. Das Zytoplasma zeigt starke Anfärbungen, der

Kern ist nicht abgrenzbar. Der Sekundärantikörper war mit FITC markiert.

(Vergrößerung 100-fach)

Abbildung 46 Immunfluoreszenznachweis von 9.3.E an seit 2 Wochen konfluent

wachsender RPE Kultur der 2. Passage. Nur die Zellgrenzen sind markiert.

Der Sekundärantikörper war mit FITC konjugiert. (Vergrößerung 100-fach)

71



Bei den vaskulären Endothelzellen zeigte sich eine intensive und gleichmäßige Anfärbung der ge-

samten Zelle ohne Differenzierung der einzelnen Zellbestandteile und unabhängig vom Wachstum

und Konfluenzstadium (Abbildung 47).

Abbildung 47 Immunfluoreszenznachweis von 9.3.E in der Zellkultur vaskulärer

Endothelzellen. Der vor der Fixierung konfluente Monolayer war aufgrund

von Fixierungsverlusten am Ende des Versuches nicht  mehr vollständig.

Der Sekundärantikörper war mit FITC konjugiert. (Vergrößerung 100-fach)
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3.2.6 Zusammenfassung der Färbeergebnisse

In Tabelle 1 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbungen an den Kulturen der

vaskulären Endothelzellen und retinalen Pigmentepithelzellen zusammengefaßt.

Mittels spezifischer Antikörper wurde die Gegenwart (+) bzw. die Abwesenheit (-) von  antigenen

Determinanten der aufgeführten  Proteine in den Zellen von HUVEC und RPE untersucht.

Tabelle 1

ANTIKÖRPER                 RPE                 HUVEC

Matrixkomponenten

Fibronektin                    +                       +

Laminin                    +                       +

Kollagen IV                    +                       +

Zellassoziierte Proteine

von Willebrand Faktor                    +                       +

Endoglin                    -                       +

CD 31                    -                       +

Ulex europaeus Lektin                    -                       +

Antithrombin III                    +                       +

Intermediärfilamente

Zytokeratin 8                    +                       -

Zytokeratin 18                    +                       -

Zytokeratin 19                    +                       -

Zytokeratin 1, 5, 10, 14                    +                       -

Vimentin                    +                       +

Neuroendokriner neuroektodermaler

Marker

NSE                    +                       +

Antikörper gegen HCEC

9.3.E                    +                       +
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3.3 Quantitativer immunhistochemischer Proteinnachweis

Der quantitative Proteinnachweis wurde an Zellextrakten der RPE und HUVEC Kulturen durchge-

führt. Dafür wurde der Proteingehalt der 19 RPE- und 12 HUVEC Zellextrakte nach der Methode

von Lowry et al. (1951) bestimmt, die zuvor in einem Potter homogenisiert wurden.

Bei den RPE Extrakten bewegte sich die Proteinkonzentration im Bereich von 0,55 mg/ml bis

4,4mg/ml, während sie bei den HUVEC Extrakten 0.8 mg/ml bis 4,0mg/ml betrug.

Die Methoden nach Bradford (1976) und Smith et al. (1985) führten zu keinen reproduzierbaren

Ergebnissen, da der Extraktionspuffer mit Komponenten des Reaktionsgemisches reagierte.

Unsere Untersuchungen beinhalteten:

-Auftrennung der Proteine beider Zelltypenextrakte mit der SDS-Page und nachfolgender Silber-

nitratfärbung

-Nachweis der Matrixkomponenten Fibronektin, Laminin und Kollagen IV nach der Methode des

Western Blots

-Kinetische Untersuchung der Fibronektinbildung in Abhängigkeit von den Wachstumsstadien bei-

der Zellarten

-Bindung des Antikörpers 9.3.E in HUVEC und RPE Kulturen und Bestimmung des Molekularge-

wichtes des erkannten Antigens nach dem Verfahren des Western Blots

Bei der SDS-Page liefen als Standard der LWM und der RM mit.

3.3.1 Silbernitratfärbung

Bei diesem Verfahren wurden im Anschluß an die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine

beider Zelltypenextrakte die erhaltenen Banden nach der Methode von Heukeshoven und Dernick

(1985) angefärbt.

Für die vaskulären Endothelzellen und die RPE Zellen konnte eine umfangreiche, scharf abgrenzbare

Bandenverteilung der Molekülgröße von 14,4 kD bis 200 kD durch das Mitlaufen der Standardmarker

RM und LWM erkannt werden (Abbildung 48). Die Verteilung der Proteinbanden war sehr ähnlich.
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   Myosin (200,0 kD)-

Phosphorylase b (97,4 kD)-

          Rinderserum Albumin (69,o kD)-

Ovalbumin (46,0 kD)-

    Karbonat Anhydrase (30,0 kD)-

          Trypsin Inhibitor (21,5 kD)-

                                                         1         2         3        4

Abbildung 48 Silbernitratfärbung, die Proteinbandenverteilung der vaskulären

Endothelzellen und RPE Zellen zeigt.

1=RM (Molekülgröße von 14,3-200 kD)

2=LWM (Molekülgröße von 14,4-94 kD)

3=RPE Zellextrakt

4=HUVEC Zellextrakt

3.3.2  Matrixkomponenten

Bei den RPE-und HUVEC Extrakten konnten die drei Matrixbestandteile Fibronektin, Laminin

und Kollagen entsprechend ihrer Molekülgröße aufgetrennt und im anschließenden Immunoblotting

angefärbt werden.

3.3.2.1 Fibronektin

Im Western Blot wurden beim Fibronektin Standard vier Banden nachgewiesen, drei deutlich

abgrenzbare und eine darüber sehr dichte Bande im Bereich zwischen 100-200 kD (Abbildung 49).

Die vaskulären Endothelzellen und RPE Zellen zeigten eine deutliche Bande bei 50 kD und eine

nicht abzugrenzende Bande zwischen 100-200 kD.
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-Myosin (200 kD)

-Phosphorylase b (97,4 kD)

-Rinderserum Albumin (69,0 kD)

-Ovalbumin (46,0 kD)

-Karbonat Anhydrase (30,0 kD)

-Trypsin Inhibitor (21,5 kD)

                        1       2       3        4

Abbildung 49 Western Blot mit Nachweis von Fibronektin in RPE und HUVEC Kulturen.

1=Fibronektin Standard

2=HUVEC Zellextrakt

3=RPE Zellextrakt

4=RM

3.3.2.2 Laminin

Beim Nachweis des monoklonalen Antikörpers gegen Laminin wurde im Immunoblot der RPE

eine Bande im 50 kD Bereich angefärbt (Abbildung nicht dargestellt). Eine Bindung an die vaskulären

Endothelzellen konnte hierbei nicht gezeigt werden.

Die Anwendung des polyklonalen Antikörpers wies bei beiden Zelltypen auf eine Markierung einer

50 kD Bande hin. Bei den RPE kam eine weitere Bande im Bereich von 30-46 kD dazu.

Der Laminin-Standard erkannte bei 100 kD eine schwache Bande, im Bereich von 200 kD eine

Doppelbande.
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-Myosin (200,0 kD)

-Phosphorylase b (97, 4 kD)
-Rinderserum Albumin (69,0 kD)
-Ovalbumin (46,0 kD)

-Karbonat Anhydrase (30,0 kD)

-Trypsin Inhibitor (21,5 kD)

Abbildung 50 Immunoblot, bei dem Laminin (polyklonaler Antikörper) in RPE-und

HUVEC Kulturen nachgewiesen wurde.

1=Laminin-Standard

2=HUVEC Zellextrakt

3=RPE Zellextrakt

4=RM
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3.3.2.3 Kollagen IV

Im Western Blot ergab der Kollagen IV-Standard eine deutliche Bande bei 50 kD. In derselben

Höhe wiesen die Zellextrakte der RPE und HUVEC ebenfalls Banden auf (Abbildung 51).

Rinderserum Albumin (69,0 kD)-

      Ovalbumin (46,0 kD)-

Abbildung 51 Western Blot mit Kollagen IV, welches in den RPE und HUVEC Zellen

erkannt wurde.

1=Kollagen IV-Standard

2=RM (verblaßt)

3=HUVEC Zellextrakt

4=RPE Zellextrakt

3.3.3 Kinetik der Produktion der Matrixkomponente Fibronektin

Die zu untersuchenden vaskulären Endothelzellen und RPE wurden, wie in den Kapiteln 2.1 und

2.2 beschrieben, kultiviert und zu Zellextrakten, im Ergebnisteil 3.3.1 dargestellt, verarbeitet. Ex-

trakte aus 19 RPE-und 12 HUVEC Kulturen standen für die kinetischen Untersuchungen zur Ver-

fügung. Dabei wurden die Zellen entweder entsprechend ihres Wachstumsstadiums bzw. in Abhän-

gigkeit von ihrem steigenden Passagealter auf die Produktion von Fibronektin nach dem Verfahren

des Dot Blots quantitativ untersucht.

Die Herstellung der RPE und HUVEC Zellextrakte erfolgte von Kulturen eines Spenders aus unter-

schiedlichen Wachstumsstadien:
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1. Zellextrakt- Zellen, deren Wachstum in Inseln begann

2. Zellextrakt- semikonfluenter Zellrasen

3. Zellextrakt- Subkonfluenz mit kleinen Löchern

4. Zellextrakt- Konfluenz der Zellkultur

5. Zellextrakt- Konfluenz seit 3 Tagen

6. Zellextrakt- Konfluenz seit 6 Tagen.

Auf diese Weise wurde Material für zwei Analysen bei den RPE Zellen und für eine Analyse bei

den HUVEC  zur Fibronektinbildung hergestellt.

Das Ergebnis zeigte eine Erhöhung der Fibronektinproduktion bei den vaskulären Endothelzellen

und den RPE in Kultur mit zunehmender Konfluenz (Abbildungen 52 und 53). Dabei war die

Färbeintensität bei den RPE Zellen stärker.

Weiterhin wurden beide Zelltypkulturen in Abhängigkeit von ihrem Passagealter untersucht. Hier-

bei wurde jeweils die gleiche Zellinie verwendet. Nachdem die Zellen das Konfluenzstadium er-

reicht hatten, wurden sie noch 3 Tage in Kultur gehalten, bevor sie als Zellextrakt verarbeitet

wurden.So besaßen die Zellen dieselbe Postkonfluenzdauer, aber eine unterschiedliche Passage.

Die vaskulären Endothelzellen wiesen im Unterschied eine schneller erreichte Konfluenz auf, als

die RPE in der Zellkultur. Auf diese Weise konnten sie früher subkultiviert und als Zellextrakt

verarbeitet werden.

Für die altersabhängige Untersuchung standen zwei RPE Zellextraktserien und eine Zellextraktserie

von den HUVEC zur Verfügung. Dabei kam es zu einem abweichenden Ergebnis beider Zelltypen

voneinander. Während bei den RPE Zellen die Fibronektinbildung mit steigendem Passagealter

zunahm (Abbildung 54), wies die Kinetik bei den HUVEC-Zellextrakten eine Abnahme auf (Ab-

bildung 55).

Desweiteren konnte beim Vergleich der RPE Zellanalysen nach morphologischen und alters-

abhängigen Kriterien eine Zunahme der Färbeintensität mit dem Alter der Zellkulturen aufgezeigt

werden.
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Abbildung 52 Ausschnitt aus dem Dot Blot mit Nachweis der Zunahme der

Fibronektinbildung in Abhängigkeit von derZelldichte bei den RPE.

Es wurden 6 Extrakte einer Kultur der 4. Passage hergestellt.

In Spalten erfolgt die Aufteilung der Verdünnungen der Proteinextrakte

(Spalte A:1mg/ml, Spalte B:0,1mg/ml, Spalte C:0,01mg/ml,

Spalte D:0,001mg/ml) von links nach rechts. Vertikal, von oben nach unten

sind die Wachstumsstadien aufgetragen (Reihe 1: Zellen in Inseln , Reihe 2:

Semikonfluenz, Reihe 3: Subkonfluenz, Reihe 4: Konfluenz,

Reihe 5: Konfluenz seit 3 Tagen, Reihe 6: Konfluenz seit 6 Tagen)
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Abbildung 53 Dot Blot , in dem die Zunahme der Fibronektinbildung

in Abhängigkeit von der Morphologie in der HUVEC Kultur nachgewiesen

wurde. Dabei befanden sich die Zellen in der 5. Passage einer Kultur. Die

Konfluenz nahm von oben nach unten zu (Reihe1: in Inseln wachsend,

Reihe 2: Semikonfluenz, Reihe 3:  Subkonfluenz, Reihe 4: Konfluenz, Reihe 5:

Konfuenz seit 3 Tagen, Reihe 6: Konfluenz seit 6 Tagen)

Die Verdünnungsreihe entsprach 4 Spalten , von links nach rechts

verlaufend ( Spalte A:1mg/ml, Spalte B: 0,1mg/ml, Spalte C: 0,01mg/ml,  Spalte

D: 0,001mg/ml)
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Abbildung 54 Dot Blot, der die Zunahme des Fibronektins in RPE Zellen

der fortlaufenden Passage darstellt. In 4 Reihen sind die Passagen

2-5 von oben nach unten aufgetragen (Reihe 1: 2. Passage, Reihe 2: 3.

Passage, Reihe 3: 4. Passage, Reihe 4: 5. Passage) . Die 4 Spalten von links nach

rechts beinhalten die Verdünnung ( Spalte A:1mg/ml, Spalte B: 0,1mg/ml, Spalte

C: 0,01mg/ml, Spalte D: 0,001mg/ml)
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Abbildung 55 Dot Blot, der eine Abnahme der Fibronektinproduktion in

vaskulären Endothelzellen von der 1. bis zur 5. Passage darstellt. In

absteigender Reihe sind die Passagen 1, 3 und 5 abgebildet (Reihe 1:

1. Passage, Reihe 2: 3. Passage , Reihe 3: 5. Passage). Die Spalten 1-4

zeigen horizontal die Verdünnungskonzentrationen der Proteinextrakte an

(Spalte A: 1mg/ml, Spalte B: 0,1mg/ml, Spalte C: 0,01mg/ml,

Spalte D: 0,001mg/ml)
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3.3.4 Antikörper 9.3.E

Der monoklonale Antikörper 9.3.E erkannte im Western Blot eine 130 kD Bande, nachdem die

Proteine von RPE und HUVEC Zellkulturextrakten aufgetrennt wurden (Abbildung 56).

Abbildung 56 Western Blot vom Antikörper 9.3.E, der ein 130 kD Protein in

RPE und HUVEC Zellen erkannte.

1=Antikörper 9.3.E

2=RPE Zellextrakt

3=HUVEC Zellextrakt
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Isolierung

Es wurde eine im Labor etablierte Isolierungstechnik nach Sobottka Ventura et al. (1996) verwen-

det, bei der ein Gemisch aus Kollagenase I und IV, in einem Verhältnis von 1:1 Anwendung fand.

Dieses Gemisch war dem Trypsin, nach der Methode von Baumgartner et al. (1992) hinsichtlich

der initialen Zellzahl und der Vitalität der Zellen (Sobottka Ventura et al., 1996) überlegen. Aus

diesem Grunde fand die Kollagenase in der vorliegenden Arbeit Anwendung. Bei unseren Untersu-

chungen wurden die RPE Zellen in einem Zeitraum von 2-95 Stunden post mortem erfolgreich

isoliert.

Zur Verbesserung der Kulturbedingungen wurde Uvea-konditioniertes Medium verwendet, wel-

ches Mitogene wie bFGF (Schweigerer et al., 1987), PDGF (Campochiaro et al., 1989) und VEGF

(Adamis et al., 1993) beinhaltet. Diese Faktoren fungieren als Wachstumsfaktor und Chemoattractant

für das RPE und sind an der Zelldifferenzierung beteiligt.

Für die vorliegende Arbeit wurden als Vergleich zum RPE vaskuläre Endothelzellen aus der

Nabelschnurvene herangezogen. Diese wurden aufgrund ihrer guten Verfügbarkeit gewählt und

weil eine Reihe charakteristischer Endothelzellmarker existieren. Es sind verschiedene Arbeiten

zur Isolierung der HUVEC (Maruyama, Pomerat und Slick, 1963, Pollak und Kasai, 1964, Fryer et

al., 1966 und Jarmolych et al., 1968) beschrieben. Erst Jaffe et al. (1973a) konnten sie auch als

Endothelzellen identifizieren. Als Nachweis für Endothelzellen wird der vWF verwendet, der in

speziellen Organellen der Endothelzellen (Jaffe et al. 1973b), den Weibel-Palade-Körperchen (Weibel

und Palade, 1964) gebildet wird und dort elektronenmikroskopisch sichtbar ist. Die vaskulären

Endothelzellen für diese Untersuchungen wurden nach der von Gimbrone et al. (1978) beschriebe-

nen und durch Friedl et al. (1989) modifizierten Methode mit einer 0,05%igen Trypsinlösung iso-

liert.

Nach den Untersuchungen von Friedl et al.(1989) kann eine erfolgreiche Isolierung zwischen 8-36

Stunden post partum durchgeführt werden. Bei der Untersuchung war eine Zellisolierung nur bis

15 Stunden nach Geburt erfolgreich.

4.1.2 Kultivierung und Morphologie

Die Kultivierung der RPE Zellen und HUVEC erfolgte jeweils nach etablierten Methoden und

bereitete keine Probleme bei der Durchführung.
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Die für die Durchführung dieser Arbeit angelegten Zellkulturen der Epithel- und Endothelzellen

wiesen entsprechende morphologische Charakteristika auf, die in der Literatur beschrieben und im

Folgenden nochmals vergleichend gegenübergestellt werden.

Das RPE zeigte in der Primärkultur einen Monolayer aus hexagonalen bis ovalen Zellen, die eine

Kopfsteinpflaster-ähnliche Konfiguration aufwiesen. Die Zellen waren pigmenthaltig und  die Bil-

dung eines konfluenten Monolayers dauerte 8-10 Tage.

Bei der Subkultivierung kam es zu Veränderungen hinsichtlich der Form und ihres Pigmentgehaltes.

Die RPE Zellen verloren im Laufe der Subkultivierung ihre epitheloide Form und wurden

fibroblastoid. Ab der 1. Passage war in den Zellen kein Pigment mehr nachweisbar.

Ab der 7. Passage zeigen die Zellen Zeichen der Hautalterung. Die Seneszenz äußerte sich neben

einem Absinken der Zelldichte auch durch Veränderungen in der Morphologie. So nahmen die

Zellen teilweise um ein Vielfaches ihres Volumens zu und bildeten in zunehmendem Maße Vakuo-

len.

Die HUVEC zeigten in der Zellkultur ebenfalls eine kofpsteinpflasterartige Morphologie. Die Zel-

len waren gleichmäßig groß, hexagonal und im Vergleich kleiner als die RPE. Ihre Generationszeit

betrug ca. 24 Stunden. Damit war ihre Proliferatiosrate im Vergleich zum RPE höher. Im Verlauf

der Subkultivierung wurden die Zellen etwas größer, die Form der Zellen änderte sich dabei nur

geringfügig und kann nicht als fibroblastoid bezeichnet werden. Degenerationserscheinungen konnten

ab der 7. Passage beobachtet werden

4.1.3  Identifizierung beider Zellarten

Für die Analyse des RPE und der HUVEC wurden ergänzend zur morphologischen Beurteilung

immunhistochemische Zellmarker verwandt, um die RPE Zellen und HUVEC zunächst zu identi-

fizieren und im Anschluß vergleichend zu charakterisieren. Für RPE Zellen ist bisher kein käufli-

cher, zuverlässiger und eindeutiger antigener Marker bekannt, so daß ihre Charakterisierung in

vitro bisher auf die Ausbildung der typischen Morphologie beruhte. Als Epithelzellen exprimieren

RPE Zellen sowohl in vivo als auch in vitro Zytokeratine. Dieses kann als Nachweis einer Reinkul-

tur gelten, da mögliche verunreinigende Zelltypen, wie Gliazellen, Müllersche Zellen, Fibrozyten,

Melanozyten, Endothelzellen und Perizyten Zytokeratin negativ sind (Lazarides, 1980). In der Li-

teratur sind weitere spezifische Zellmarker zur Identifizierung des RPE in der Zellkultur beschrie-

ben. So kann adultes RPE mit einem Antikörper gegen das membrane Antigen RET-PE2 (Greenwood

et al., 1996) von retinalen Zellen unterschieden werden. Auch der Antikörper gegen RPE 65, einer

Komponente des retinol-bindenden-Proteins (RBP), erkennt spezifisch RPE. Die Funktion des

Antigens ist unbekannt. Hamel et al. (1993) isolierte das Protein aus der mikrosomalen Membran

des RPE.

Als spezifischer Marker für pränatale und infantile RPE findet der Anti Melanoma Antikörper

HMB 45 Anwendung., während Anti-HMB 50 speziell adulte humane und bovine RPE erkennt

(Zhao et al., 1997).
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Allen diesen Zellmarkern ist gemeinsam, daß sie nicht käuflich zu erwerben sind und daher in

dieser Arbeit keine Anwendung fanden.

Im Unterschied dazu ist der spezifische RPE-Zellmarker CRALBP (cellular retinaldehyde binding

protein) kommerziell erhältlich. Das Antigen zeigt aber eine veränderte Expression durch den Ein-

fluß von Wachstumsfaktoren und der ECM (Champochiaro und Hackett, 1993). CRALBP wurde in

dieser Arbeit nicht untersucht und könnte Gegenstand weiterer Studien sein.

Für die immunhistochemischen Untersuchungen an den HUVEC wurde als Nachweis für ihre Iden-

tität überprüft, ob sie vWF synthetisieren. Dabei zeigte sich, daß sich der Nachweis des vWF nur

bedingt zur Charakterisierung eignet, da er nur in Endothelzellen großer Gefäße nachweisbar ist,

nicht aber in denen aus Kapillaren (Little et al., 1986, Millard et al.,1987, Turner et al., 1987). Die

Antikörper gegen CD 31 und Endoglin schienen zum eindeutigen Nachweis von vaskulären Endothel-

zellen besser geeignet zu sein. Bei CD 31 handelt es sich um ein membrangebundenes Glykoprotein.

Endoglin ist ein endotheliales Glykoprotein, welches an der Zellproliferation, ECM-Synthese und

Adhäsionsvorgängen beteiligt ist. Um das Spektrum der Endothelmarker zu komplettieren, wurde

das Ulex europaeus Agglutinin I (UEA I) und das Antithrombin III in den Endothelzellen nachge-

wiesen.

Unter Anwendung dieser immunhistochemischen Marker wurden Unterschiede zwischen RPE und

HUVEC festgestellt, auf die in den Kapiteln 4.2.2 eingegangen wird und es wurden Unterschiede

in deren Expression nachgewiesen (siehe Kapitel 4.2.3).

4.1.4 Immunhistochemische Färbungen in vitro und in vivo

Die Grundlage für immunhistochemische Färbungen ist die Antigen - Antikörperreaktion. Bei Anti-

körpern handelt es sich um Proteine, die als Antwort auf den Kontakt mit dem Antigen gebildet

werden. Antikörper, die für immunhistochemische Färbungen eingesetzt werden, sind hauptsäch-

lich vom Typ IgG. Man unterscheidet polyklonale und monoklonale Antikörper. Polyklonale Anti-

körper werden von verschiedenen B-Lymphozyten gebildet und sind immunochemisch unterschied-

lich. Sie reagieren mit verschiedenen Epitopen des Antigens. Federsppiel et al. (1987) stellte fest,

daß polyklonale Antikörper die Reaktivität auf ein Antigen verändern. Sie können kreuzreagieren

und so die Sensitivität der Methode mindern.

Die monoklonalen Antikörper hingegen werden von einem B-Lymphozytenklon gebildet. Sie re-

agieren nur mit einem spezifischen Epitop, gegen das sie gerichtet sind.

Bei den Untersuchungen auf das Vorkommen der Markerproteine wurden immunhistochemische

Färbungen mit mono- und polyklonalen Antikörpern in der Zellkultur dreimal durchgeführt. Dabei

wurden Zellen verwendet, die aus unterschiedlichen Spenderaugen und Nabelschnüren isoliert

wurden. Bei nicht eindeutigen Ergebnissen wurden die Färbungen wiederholt. So konnte ausge-

schlossen werden, daß es sich um einmalige Ergebnisse handelte. Für Gewebeschnitte standen ein

Auge und eine Nabelschnur zur Verfügung.
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Bei den Färbungen wurde immer eine Positivkontrolle und eine Negativkontrolle mitgeführt, da

die Intensität der Färbungen in den verschiedenen Durchgängen der Untersuchungen variierte und

Fehler so abgeglichen werden konnten. Als Färbeverfahren fanden die Immunoperoxidase und die

Immunfluoreszenz Anwendung. Die Empfindlichkeit der Immunfluoreszenz war im Vergleich zur

Peroxidase-Technik weitaus geringer, da ein Fluoreszenzmolekül nur Licht bestimmter Wellenlän-

ge abgeben kann. Mit Peroxidase kann eine stärkere Färbung erzielt werden. Zum Nachweis der

Antikörper an den Gewebeschnitten wurde die LSAB 2 Methode der Firma Dako eingesetzt. Für

einige Komponenten wurden die an den Zellkulturen erhaltenen Ergebnisse an den Gewebeschnitten

des Auges und der Nabelschnur bestätigt. Der Nachweis konnte jedoch nicht in jedem Falle er-

bracht werden.

Eine Bindung der Antikörper konnte durch den Pigmentgehalt der RPE Zellen in einigen Fällen

nicht sicher lichtmikroskopisch nachgewiesen werden, da das Pigment die Farbreaktion des Anti-

körpers überdeckte.

Fehlerquellen bei der Durchführung können eine Überfixierung durch Formalin sein, die das Anti-

gen zerstören kann (Hsu et al. 1981), oder eine ungenügende Formalinfixierung, die die Diffusion

von Antigen ins Gewebe begünstigt und so eine starke Hintergrundfärbung erzeugt. Aber auch das

Austrocknen der Schnitte zwischen den einzelnen Färbeschritten kann zu Hintergrundfärbung füh-

ren.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Extrazelluläre Matrix (ECM)

Die ECM darf nicht als inaktives Gerüst angesehen werden, das lediglich Zellen stabilisiert. Sie

dient als aktive Unterstützung, kann Wachstumsfaktoren und Hormone binden und damit die Zel-

len permanent stimulieren. Auch die Morphologie, Migration, Proliferation und Differenzierung

der Zellen ist ganz wesentlich von den Matrixbestandteilen abhängig. Ununterbrochen werden

Matrixmoleküle von den Zellen modifiziert, abgebaut und resynthetisiert.

Als Zellen, die eine Basalmembran besitzen, sind die RPE Zellen fähig, eine extrazelluläre Matrix

auszubilden, die sich unter anderem aus Laminin, Fibronektin und Kollagen IV zusammensetzt

(Campochiaro et al., 1986). In der vorliegenden Studie wurden das Vorkommen dieser Matrix-

komponenten im retinalen Pigmentepithel und in den vaskulären Endothelzellen

immunhistochemisch untersucht. Im RPE konnte der Nachweis dieser Matrixkomponenten erbracht

werden, den bereits Campochiaro et al. (1986) erfolgreich untersuchten. Kohn et al. (1995) wies

die Komponenten in den HUVEC nach und wir konnten seine Ergebnisse bestätigen.

Der Nachweis von Laminin zeigte ein sehr feines fibrilläres Muster (Campochiaro et al. 1986).

Laminin ist ein großes und multifunktionelles Glykoprotein. Es besteht aus drei Untereinheiten, die

eine Kette A mit 400 kD und zwei Ketten B1 und B2 mit 200 kD beinhalten (Chung et al., 1979,
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Timpl et al., 1979). Die Förderung verschiedener biologischer Aktivitäten sind dem Laminin zuge-

schrieben, wie Zellanheftung, Wachstum, Differenzierung, Zellpolarität und Neuritenwachstum

(Timpl, 1989, End und Engel, 1991). Turksen et al. (1984) fanden bereits an kultivierten RPE

Zellen des Huhns heraus, daß die Zellen Laminin synthetisieren, auf diesem Matrixbestandteil

wachsen und ihren differenzierten Status beibehalten.

Die ECM Proteine, so auch Laminin, werden durch eine Vielzahl von Zellrezeptoren erkannt, wo-

von die Integrine bisher am besten studiert wurden (Albelda und Buck, 1990, Hynes 1992,). Mecham

(1991) konnte bisher 6 Integrine nachweisen, die an Laminin binden. Die Interaktionen, an den

Laminin beteiligt ist, sind nicht nur auf den extrazellulären Raum begrenzt, sondern breiten sich

auch durch zelluläre Rezeptoren auf das Zytoskelett der Zellen aus. Desweiteren vermittelt Laminin

eine zelluläre Anheftung an Kollagen IV (Terranova et al., 1980), welches ebenfalls als Bestandteil

der ECM des RPE gefunden wurde. Es wurde erkannt, daß die Synthese von Kollagen für das

Wachstum der RPE Zellen auf Plastiktiterplatten notwendig ist (Liotta et al., 1978).

Kollagen IV ist ein Bestandteil der Basalmembran im RPE von Hühnern (Turksen et al., 1984), von

Katzen (Li et al., 1984) und des Menschen (Campochiaro et al., 1986) und bildet ein zweidimensio-

nales Netzwerk. Es besteht aus zwei Ketten, alpha1 und alpha2, die zu einer Tripelhelix

alpha1x2(alpha2) verbunden sind. Kollagen IV hat adhäsive Eigenschaften, ist am Wachstum be-

teiligt und bewirkt eine epitheloide Morphologie der Zellen. Es fördert die Differenzierung der

Zellen und inhibiert ihr invasives Verhalten in vivo (Docherty et al. 1987, Dutt et al. 1991).

Fibronektin zeichnet sich durch eine Affinität zu Zelloberflächen aus, insbesondere zu Fibroblasten.

Aber auch vaskuläre Endothelzellen (Sorgente et al., 1982) und das RPE (Campochiaro et al.,

1986) werden durch Fibronektin angezogen. Es ermöglicht die Adhäsion an Proteoglykanbestandteile

der Basalmembran (Ruoslahti et al., 1981) und wirkt chemotaktisch auf das RPE (Campochiaro et

al., 1984). In der Zellkultur des RPE zeigt Fibronektin einen wachstumsstimulierenden Effekt und

ist an der Veränderung der Zellen zu Fibroblasten-ähnlicher Morphologie beteiligt (Zhao et al.,

1997). Untersuchungen ergaben, daß die RPE Zellen bereits nach drei Tagen in Kultur erste

Fibronektinbildung, nach sechs Tagen eine eindeutige und nach neun Tagen eine intensive Ablage-

rung von Fibronektin zeigten (Campochiaro et al., 1986). Diese Ergebnisse konnten wir bei unse-

ren Untersuchungen bestätigen. Campochiaro et al. (1986) konnte außerdem zeigen, daß die ECM-

Produktion mit zunehmender Kultivierungsdauer steigt. Im Falle des Fibronektins konnte dieser

Zusammenhang in unseren Ergebnissen auch quantitativ dargestellt werden. Bei unseren Untersu-

chungen konnten wir nachweisen, daß die Produktion von Fibronektin mit dem Konfluenzstadium

und dem Passagealter der RPE Zellen zunahm. Bei den vaskulären Endothelzellen nahm die gebil-

dete Menge von Fibronektin mit dem Konfluenzstadium ebenfalls zu, in Abhängigkeit vom Passage-

alter nahm sie jedoch ab.

Der Vergleich der quantitativen Untersuchungen ergab, daß in den Western Blots der Zellextrakte

andere Molekülgewichte gefunden wurden als bei den Standards. Dieses veränderte Laufverhalten

könnte auf kovalent gebundene Moleküle zurückzuführen sein.
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4.2.2 Zellassoziierte Proteine

Es sind zahlreiche Antikörper bekannt, die an HUVEC binden und damit diesen Zelltyp charakteri-

sieren.

In unserer Studie standen Antikörper gegen die Endothelzellmarker vWF, Ulex europaeus Lektin I,

Antithrombin III, CD 31 und Endoglin zur Verfügung.

Bei den Untersuchungen konnte eine Bindung der Antikörper an die aufgeführten Endothelmarker

in der Zellkultur und teilweise auch an Gewebeschnitten der Nabelschnur gezeigt werden.

vWF ist ein adhäsives Glykoprotein, das aus unterschiedlich geformten Multimeren von 0,5-20000

kD besteht (Mukai et al., 1980), in Endothelien synthetisiert wird (Shearn et al., 1977) und auch in

geringer Menge in Thrombozyten (Rand et al., 1980) und Megakaryozyten vorkommt.

HUVEC Zellen enthalten Weibel-Palade-Körperchen, die eine Größe von 0,1 bis 3µm haben und

zytoplasmatische Einschlüsse darstellen (Jaffe, 1977). Diese synthetisieren, speichern und setzen

vWF ins Plasma frei (Wagner et al. 1982).

Lektine sind Proteine von Pflanzen oder Tieren, die spezielle Saccharidreste von Glykoproteinen

und Glykolipiden binden. Ulex europaeus Lektin I (UEA I), ein Lektin, das man aus dem Ginster

gewinnt, zeigt eine spezifische Affinität zu L-Fukose und Fukosyl-Resten (Pereira et al., 1978,

Petryniak und Goldstein 1986). Die Größe der erkannten Glykoproteine liegt bei 80, 120 und 140

kD. Holthöfer et al. (1982) konnten eine Bindung des UEA 1 an vaskuläre Endothelzellen der

Nabelschnurvene nachweisen und Hormia et al. (1983) erbrachten den Beweis für die Existenz des

UEA 1 in HUVEC in vitro. Nelson et al. (1984) konnten feststellen, daß UEA 1 eine höhere Em-

pfindlichkeit als Marker für Endothelzellen hat als vWF. Desweiteren erkennt UEA 1 das Antigen

H in den Erythrozyten von Individuen mit der Blutgruppe 0 (Pereira et al., 1978).

Das Antithrombin III ist ein körpereigener Hemmstoff des Gerinnungssystems, der primär in der

Leber gebildet wird. Er inhibiert Thrombin und hemmt die Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin.

Somit wirkt Antithrombin III an der Gerinnungskaskade mit. Chan und Chan (1979) konnten den

Nachweis erbringen, daß auch Endothelzellen Antithrombin III synthetisieren und dadurch die Frei-

setzung von Fibronektin (Shearn et al., 1977) und Prostazyklin ( Jaffe et al., 1974) stimulieren.

Antithrombin III inhibiert die Serin-Protease, hat eine Molmasse von 64 kD und ist im Plasma

vorhanden (Wu und Thiagarajan, 1996). Der verwendete Antikörper gegen Antithrombin III rea-

giert mit freiem Antithrombin III und Antithrombin-III-Protease Komplexen.

Proteine mit der Bezeichnung CD werden den humanen Leukozytenmarkern zugeordnet.

CD 31 ist ein membranes Glykoprotein und erscheint in Endothelzellen mit einem molekularen

Gewicht von 100 kD, in Thrombozyten von 130 kD. Es markiert auch Megakaryozyten und Plasma-

zellen und wurde von Parums et al. (1990) isoliert. Funktionell scheint es an der Bildung von

Endothelzellkontakten und an Interaktionen zwischen Endothelzellen und Leukozyten beteiligt zu

sein.

Endoglin wird von vaskulären Endothelzellen der Arteriolen, Venolen und Kapillaren exprimiert

(Letarte und Gougos, 1990). Es handelt sich hierbei um ein homodimeres Glykoprotein mit einem

Molekülgewicht von 95 kD (Gougos und Letarte, 1988), welches auch an Adhäsionsprozessen
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beteiligt ist (Gougos et al., 1992). Endoglin wird als Bestandteil des TGF ß (transforming growth

factor ß)  Rezeptorsystems beschrieben und kann an die ß1 und ß3 Untereinheit binden. TGF ß ist

ein zirkulierendes Zytokin, das Proliferation, Differenzierung und Zelladhäsion reguliert. TGF ß

überträgt Signale durch Bindung an membrangebundene, spezifische Rezeptoren, wie z.B. Integrine

(Cheifetz et al., 1992, Marazuela et al., 1995). Das Vorhandensein von Endoglin in den vaskulären

Endothelzellen konnte von Letarte und Gougos (1988) nachgewiesen werden. Desweiteren konnte

die Lokalisation des Endoglin-codierenden Gens auf dem Chromosom 9 des Menschen festgestellt

werden. In der Literatur wird es auch synonym  als CD 105 oder SN6H beschrieben. Ein weiteres

Vorkommen dieses Markers wurde in unreifen Proerythroblasten, Synzytiotrophoblasten, aktivier-

ten Makrophagen und stromalen Fibroblasten aus adultem und fetalem Leber- und Hautgewebe

nachgewiesen (Letarte, 1995, Buhring, 1991, Lastres et al., 1992).

Bei unserer Studie konnten wir feststellen, daß ein Teil der Endothelmarker auch in den kultivierten

RPE Zellen vorkommt. So banden die Antikörper gegen vWF und Antithrombin III an das RPE in

vitro. Für die restlichen Antikörper konnte keine Bindung nachgewiesen werden, was auf einen

nichtmesenchymalen bzw ektodermalen Ursprung dieser Zellen hinweist. Literaturrecherchen über

den Nachweis von Endothelmarkern im RPE erwiesen sich als negativ und sind somit bisher noch

nicht beschrieben worden. Bei unseren Untersuchungen an den Gewebeschnitten des Auges konn-

ten wir keinen Anhalt für das Vorkommen der Endothelmarker vWF, UEA 1, AT III, CD31 und

Endoglin finden. Dieses unterstützt die Vermutung, daß kultivierte RPE eine Trans- oder

Dedifferenzierung aufgrund der veränderten Mikroumgebung durchlaufen. Allerding kann auch

die Anwendung eines polyklonalen Antikörper gegen vWF und AT III eine zu geringe Spezifität

aufweisen, so daß ein positiver Nachweis in RPE Zellen gefunden wurde, der lediglich auf der

Methodik beruht. Dieses muß in nachfolgenden Studien geklärt werden.

4.2.3 Intermediärfilamente

Das Zytoplasma von Vertebraten enthält drei Strukturklassen, die für die zellulären Bewegungsvor-

gänge und die Gestaltbildung der Zellen verantwortlich sind. Dazu zählen die Aktin-Mikrofilamente

(5-6 nm), Mikrotubuli (20-26 nm) und die Intermediärfilamente (7-11 nm). Die Intermediärfilamente

(IF) sind in vielen Fällen die entscheidenden Strukturkomponenten der Zellen und werden gewebe-

spezifisch in fünf Klassen unterteilt (Lazarides, 1980). Desminfilamente verbinden benachbarte Z-

Scheiben der Muskelzellen. Neurofilamente kommen in Axonen zentraler und peripherer Nerven-

zellen von Vertebraten vor. Das fibrilläre saure Gliaprotein (GFAP) bildet IF in den Gliazellen, von

denen die Nervenzellen eingehüllt werden. Vimentin wird von Zellen mesenchymalen Ursprungs

exprimiert, z.B. von Fibroblasten, Adipozyten und Endothelzellen der Blutgefäße, kommt aber

auch in bestimmten Epithelzellen vor. Die fünfte Gruppe der IF bilden die Zytokeratine. Man findet

sie charakteristischerweise in Epithelzellen.

Mit ihren 30 verschiedenen Polypeptiden stellen die Zytokeratinen die größte Untergruppe der IF

dar. Rund 10 Zytokeratine kommen speziell in harten Geweben vor, wie Nägeln, Haar und tier-
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ischer Wolle. Die restlichen 20 Zytokeratine werden normalerweise in Epithelgeweben gefunden,

mit denen Körperhöhlen ausgekleidet sind. Diese Zytokeratine werden in Untereinheiten nach Säu-

ren (Typ 1) und Basen (Typ 2) eingeteilt  (Fuchs, 1988, Franke et al., 1981, Moll et al., 1982). Dabei

besitzt jedes epitheliale Gewebe eine spezifische Verteilung von Keratinkomponenten und kann

über seine spezifische Zytokeratinexpression identifiziert werden (Fuchs und Green, 1981).

Moll et al. (1982) erstellten einen Katalog der humanen Keratine, und bezeichneten sie numerisch

von 1-19. Biochemisch ordneten sie die Keratinproteine nach ihrem Molekülgewicht (40-68 kD)

und ihrem isoelektrischen Punkt (pH 5 bis 8) ein.

In dieser Studie wurde das Vorkommen von Zytokeratin 8, 18 und 19 sowie Zytokeratin  Keratin-

903TM  (1, 5, 10, 14) untersucht. Das Zytokeratin 8 besitzt ein molekulares Gewicht von 52 kD,

Zytokeratin 18 von 45 kD und Zytokeratin 19 von 40 kD. Moll et al. (1982) konnten ein Vorhanden-

sein von Zytokeratin 8 und 18 in verschiedenen einfachen Epithelien, Tracheen, im transitorischen

Epithel der Blase und in einigen komplexen Drüsen nachweisen.

Einfache Epithelien bilden normalerweise paarweise zwei bis vier Zytokeratine. Bei einfachen

Epithelien ist die Kombination aus Zytokeratin 8 und 18 typisch. Zytokeratin 19 ist das kleinste

humane Keratin und wurde in einfachen Epithelien gefunden. In einigen mehrschichtigen Epi-

thelien, verschiedenen kultivierten Keratozyten (Fuchs und Green, 1981) und schuppigen

Karzinomazellen konnte es ebenfalls nachgewiesen werden.

Die Zytokeratine 1,5,10 und 14 haben die folgenden korrespondierenden Molekülgewichte von 68

kD, 58 kD, 56,5 kD und 50 kD und werden charakteristischerweise in komplexen Epithelien gefun-

den. Der Antikörper reagiert dabei mit squamösen und duktalen Epithelien.

Vimentin ist ein Polypeptid mit einem Molekülgewicht von 57 kD und wurde von Franke et al.

(1978) als Intermediärfilament gefunden. Dieses Filament erscheint in verschiedenen mesenchymalen

Zellen, wie Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen von Vertebraten (Franke et al., 1978, Schmid

et al., 1979) und in einer Vielzahl von kultivierten Epithelzellen, ohne Rücksicht auf den Gewebe-

ursprung (Franke et al., 1978, Hynes und Destree, 1978) sowie in epithelialen Zellinien (Osborn

und Weber, 1983).

In der vorliegenden Arbeit wurde das Vorkommen der bereits aufgeführten Zytokeratine und Vimentin

in den RPE und den HUVEC untersucht. Dabei konnte der Nachweis der Zytokeratine 1, 5, 8, 10,

14, 18 und 19 in kultivierten RPE Zellen und für Zytokeratin 8 an den Gewebeschnitten des Auges

erbracht werden. In den vaskulären Endothelzellen wurde kein Zytokeratin gefunden. Ein Nach-

weis von Vimentin konnte sowohl in der Zellkultur des RPE und HUVEC als auch an den Gewebe-

schnitten des Auges und der Nabelschnur erfolgen.

In der Literatur werden die Zytokeratine als epitheliale Marker für das RPE aufgeführt (Owaribe et

al., 1988, Hunt und Davis, 1990). Bereits Hiscott postulierte im Jahre 1984, daß humane RPE

Zellen sowohl in vitro als auch in vivo Zytokeratin-haltige-Intermediärfilamente bilden. Das Auf-

treten der Zytokeratine wird in der Literatur als Argument für den ektodermalen Ursprung dieser

Zellen benutzt. Ein Mangel an Zytokeratinen in der Zellkultur ist mit einem Verlust des epithelialen

Phänotyps verbunden. Daher scheinen die Zytokeratine auch brauchbare Marker als Nachweis der

Zelldifferenzierung des RPE in vitro zu sein. Schon Moll et al. (1982) konnten zeigen, daß die
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Verteilung der Zytokeratinexpression in den RPE Zellen in vitro der anderer einfacher glandulärer

Epithelien ähnlich ist, erkennbar an einer Übereinstimmung in den Zytokeratinen 7, 8, 18 und 19.

In der Studie von McKechnie et al. (1991) konnte den Nachweis der Zytokeratine 5, 6, 7, 8, 14, 15,

16, 17, 18, 19 für RPE Zellen in Kultur erbracht werden. In einer anderen Arbeit von Miceli et al.

(1996) wurde in kultivierten RPE Zellen die Zytokeratine 1, 5, 6, 7, 8, 10, 11 und 18 erkannt.

Löffler und Lee (1986) konnten zeigen, daß die Zytokeratine 8 und 18 im RPE, Zytokeratin 19 eher

in proliferierenden RPE Zellen exprimiert wurden. Dieses wurde in dieser Studie nicht beobachtet.

Stattdessen wurde eine gleichmäßige Zunahme der Expression der drei Zytokeratine im Verlaufe

der Passagen und mit Zunahme der Zellgröße nachgewiesen. Dieses konnte von Boulton und Mar-

shall, (1985) für das Zytokeratin 18 ebenfalls beobachtet werden. Bei den verschiedenen Unter-

suchungen variierte die Intensität der Anfärbung bezüglich der Zytokeratine. Eine Anfärbung war

jedoch in jedem Fall lichtmikroskopisch zu erkennen. Dies läßt darauf schließen, daß die RPE

Zellen trotz eines morphologischen Shifts ihre epithelialen Eigenschaften in vitro nicht verloren

haben. Im Gegensatz dazu stellten Grisanti und Guidry (1995) einen Verlust von Zytokeratinen in

der Zellkultur von Schweine RPE fest und beschrieben ihn als Transdifferenzierung. Beim Nach-

weis des gemeinsamen Epitops der Zytokeratine 1, 5, 10 und 14 fiel auf, daß hauptsächlich große,

polygonale, in Teilung begriffene RPE Zellen in vitro intensiv angefärbt wurden. Es scheint, daß

die Expression vom Wachstumsstadium abhängig ist. Davis et al. (1995) stellten bei ihren Unter-

suchungen an RPE Zellen der Ratte fest, daß ein größeres Spektrum an Zytokeratinen bei kultivier-

ten Zellen gefunden wurde. RPE Zellen besitzen in vivo charakteristische Keratine einfacher Epi-

thelien, wie Zytokeratin 8 und 18 (Hunt und Davis, 1990, Fuchs et al., 1991). Dieses konnte in

dieser Arbeit nur für Zytokeratin 8 bestätigt werden.

Der Nachweis weiterer spezieller Zytokeratine an Gewebeschnitten des menschlichen Auges erfor-

dert weitere Untersuchungen.

In unserer Studie wurde neben dem Nachweis der Zytokeratine auch Vimentin in vivo und in vitro

bei den humanen RPE nachgewiesen. Der Frage, warum ein mesenchymaler Marker von epithelialen

Zellen exprimiert wird, wurde in der Literatur mehrfach nachgegangen. Bei den humanen RPE

Zellen wurde bereits der Nachweis der Koexpression für die Zytokeratine und Vimentin in vivo und

vitro erbracht ( McKechnie et al., 1991). Lane et al. (1983) und La Rocca und Rheinwald (1984)

zeigten auch für andere epitheliale Zelltypen die Existenz einer solchen Koexpression.

RPE Zellen nicht aller Tierarten exprimieren Vimentin (Owaribe et al., 1988). So konnte in den

RPE Zellen von Affen, Fröschen, Mäusen und Ratten (Owaribe et al., 1988, Guerin et al., 1990)

kein Vimentin gefunden werden, im Gegensatz zu bovinen, porcinen und humanen RPE Zellen.

Unterschiedliche Interpretationen über Funktion und Existenz dieses Intermediärfilaments in RPE

Zellen sind in der Literatur angegeben. So gingen Docherty et al. (1984) davon aus, daß Vimentin

dem Zytokeratin in der Funktion gleicht, indem es die Adhäsion zu den angrenzenden Zellen bewir-

ken soll. Diese Hypothese wurde bisher nicht bestätigt. Hunt und Davis (1990) und Matsumoto et

al. (1990) konnten Vimentin nur in kultivierten RPE Zellen nachweisen. Zusammen mit Virtanen et

al. (1981) teilten sie die Auffassung, daß sich unter Kulturbedingungen eine Veränderung des

Phänotyps der Epithelzellen ergibt.
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Bei den Untersuchungen an Gewebeschnitten des Auges konnte Zhao et al. (1997) unter physiolo-

gischen Bedingungen keine Vimentinexpression in RPE Zellen in vivo nachweisen jedoch bei

pathologischen Veränderungen, wie einer Ablatio retinae wurde Vimentin gefunden (Zhao et al.,

1997). In den Studien von Fuchs et al. (1991) wird auf eine Expression von Vimentin im RPE in

vivo hingewiesen. Somit scheinen die RPE Zellen Vimentin in vivo auch unter normalen Bedingun-

gen zu synthetisieren.

Zusammenfassend unterscheiden sich RPE und HUVEC voneinander durch Expression von

Zytokeratinen im RPE. Dieses unterstützt die These eines ektodermalen Ursprungs der RPE Zel-

len. Die vaskulären Endothelzellen exprimieren aufgrund ihres mesenchymalen Ursprungs keine

Zytokeratine, sondern Vimentin in vivo und in vitro. Bei der Untersuchung des Intermediärfilamentes

Vimentin konnte eine gemeinsame Expression in beiden Zelltypen festgestellt werden. Dieses könnte

ein Indiz für eine Sonderstellung der RPE Zellen oder eine Transdifferenzierung darstellen.

4.2.4 Neuronen-spezifische Enolase (NSE)

Die Enolase ist ein aus drei Untereinheiten (alpha, alpha, alpha) bestehendes Enzym. Im Zellstoff-

wechsel ist  es mit seinen verschiedenen Isoformen (alpha-alpha, alpha-alpha, alpha-alpha, alpha-

alpha und alpha-alpha) an der anaeroben Glykolyse beteiligt. Shimuzi et al. (1983) konnten nach-

weisen, daß es sich dabei eindeutig um ein Protein handelt. Die auch als alpha-Enolase bezeichnete

NSE wurde 1968 von Moore und Perez isoliert und von Marangos et al. (1976) benannt. Ihr Mole-

kulargewicht beträgt 46 kD.

Sie befindet sich hauptsächlich in Neuronen, Axonen und Zellen des neuroendokrinen Systems

(Marangos et al., 1978, Schmechel et al. 1978, Tapia et al. 1981).

NSE fungiert als Marker für neuronale Zellen, indem es den neuroektodermalen Ursprung der

Zellen während ihrer Entwicklung beweist. Desweiteren dient sie dem Studium der

Zelldifferenzierung in vivo und in vitro.

Bei unseren Untersuchungen konnten wir feststellen, daß das retinale Pigmentepithel den

polyklonalen, nicht aber den monoklonalen Antikörper gegen NSE in vivo und in vitro exprimiert.

Der Nachweis des polyklonalen Antikörpers gegen NSE in den RPE Zellen in vivo und in vitro

spricht für neuronale Eigenschaften dieser Zelle. Er erklärt aber nicht das Vorhandensein dieses

Markers auch in HUVEC Zellen, die mesodermalen Ursprungs sind und sich nicht aus dem

Neuroektoderm entwickelten. Daher ist der eingesetzte Antikörper gegen NSE möglicherweise als

polyklonaler Marker zu unspezifisch. Im Gegensatz zu dem hier getesteten monoklonalen Antikör-

per zeigten die RPE Zellen keine Markierung im Vergleich zu früheren Untersuchungen (Böhnke,

Vogelberg und Engelmann, 1998).

Beim Studium der Literatur über diesen Zellmarker konnte der Antikörper gegen NSE in Zellkulturen

des RPE von Vinores et al. (1993) nachgewiesen werden. Vinores (1995) stellte fest, daß das RPE

relativ labil gegenüber der Umgebung ist. Es besitzt ein Potential, sich entsprechend der äußeren

Einflüsse zu transdifferenzieren. So können kultivierte RPE in Neurone umgewandelt werden (Okada,
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1983) oder in Linsen bzw- retinale Zellen transdifferenzieren (Stroeva und Mitashov, 1983, Itoh

und Eguchi, 1986, Park und Hollenberg 1989). Auch externe Stimuli, wie bFGF können RPE Zel-

len zu retinalen Vorläuferzellen transdifferenzieren lassen, die dann NSE exprimieren. Pittack et al.

(1991) konnte das an RPE Zellen von Küken in vitro nachweisen.

Von Bedeutung ist, daß weder der Phänotyp des gereiften RPE, noch der von retinalen Zellen fixiert

ist, sondern einer in den anderen übergehen kann durch eine Veränderung des internen Zellzustandes.

Es scheint, als wenn der Antikörper gegen NSE neuronen-assoziiert und nicht wie normalerweise

neuronen-spezifisch an die RPE Zellen bindet, da neuronen-ähnliche Zellen entstehen (Vinores,

1995).

Bei der Subkultivierung der RPE Zellen trat mit Zunahme der Passage eine Abnahme der NSE

Expression auf. Dieses wurde rein qualitativ nachgewiesen und ist ein Indiz dafür, daß Erscheinun-

gen der Seneszenz einhergehen mit der Abnahme der neuronalen Eigenschaften der RPE Zelle. Die

Analyse weiterer neuronaler Marker, wie z.B. N-CAM (neural cell adhesion molecule, (Zhao et

al.,1997, Zhou und Opas, 1994) und Tubulin Isotyp III (Zhao et al. 1997) und die Verwendung

anderer Antikörper gegen NSE könnte weitere Hinweise auf einen neuronalen Ursprung dieser

Zellen geben.

4.2.5 Antikörper 9.3.E

Mit dem Ziel, einen monoklonalen Antikörper gegen die humanen kornealen Endothelzellen (HCEC)

in vitro zu finden, wurden von Engelmann (1995) Balb-c Mäuse mit humanen kornealen Endothel-

zellen immunisiert. Anschließend wurden die Milzzellen der Tiere isoliert und mit Myelomazellen

fusioniert.  Die dabei erhaltenen Hybridomazellinien wurden selektiv angezüchtet, deren Antikörper-

produktion (IgG) in einem ELISA-Test überprüft und positive Zellklone isoliert. Im Vergleich zu

sieben anderen endothelialen und fibroblastischen Zelltypen wurde die Spezifität des Antikörpers

auf HCEC untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, das der Klon 9.3.E ein Antigen erkennt,

welches nicht Kornea- aber humanspezifisch ist und auch in HUVEC nachweisbar ist, nicht jedoch

in Fibroblasten.

Auch Foets et al. (1992) arbeite mit diesem Antikörper und wies ebenfalls eine spezifische Bin-

dung des Antikörpers an HCEC und HUVEC nach.

Das Ergebnis dieser Untersuchung war eine positive Reaktion sowohl bei den RPE Zellen als auch

bei HUVEC. Es scheint, daß der Antikörper 9.3.E an eine Substanz bindet, die sich in der

Basalmembran befindet (Engelmann, 1995). RPE und HUVEC Zellen besitzen eine Basalmembran.

Während  bei den HUVEC eine gleichmäßige Anfärbung in vitro auftrat, änderte sich die

Anfärbbarkeit beim RPE in Kultur in Abhängigkeit vom Konfluenzstadium. Bei Subkonfluenz  trat

eine Färbung innerhalb der Zelle, insbesonders des Zellkernes, auf. Bei konfluenten Kulturen wur-

den nur noch die Zellränder angefärbt. Die Bindung des Antikörpers 9.3.E scheint eine Wanderung

von einem Zytoplasma-assozierten zu einem Membran-assoziierten Antigen darzustellen. Im

Western Blot erkannte der Antikörper 9.3.E ein 130 kD Protein in den Zellextrakten der vaskulären
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Endothelzellen und retinalen Pigmentepithelzellen. Das Erkennen eines Proteins mit einem MG

von 130 kD bei HUVEC und HCEC wurde bereits von Engelmann (1995) und Foets et al. (1992)

beschrieben.

Obwohl diese drei Zellarten unterschiedlich lokalisiert und verschiedenen Ursprungs sind besitzen

sie ein gemeinsames, vom Antikörper 9.3.E erkanntes Protein. Struktur und Funktion dieses Pro-

teins sind bisher ungeklärt.

4.2.6 In vivo- in vitro Vergleich

Ziel des Vergleiches war die Charakterisierung der RPE Zellen hinsichtlich der Expression ty-

pischer Markerproteine im Unterschied von natürlicher Umgebung zur Zellkultur, wo die Zellen

ihrem Gewebeverband entzogen wurden. Diese Untersuchungen wurden parallel bei den HUVEC

durchgeführt, einem gut charakterisierten Zelltyp.

Der Vergleich der immunologischen Eigenschaften in den  RPE und HUVEC konnte nur in be-

grenztem Maße durchgeführt werden, da nicht alle in der Zellkultur angewandten Antikörper zur

Untersuchung an Gewebeschnitten eingesetzt wurden, bzw. dabei keine Reaktion zeigten.

Desweiteren kann der Einsatz von jeweils nur einer Gewebeprobe (ein Auge und eine Nabelschnur)

zur Paraffinschnittherstellung das Vorkommen eines Markerproteins nicht sicher beweisen.

Intermediäre Filamente

In unserer Studie wurden die Zytokeratine 8 und 18 sowie Vimentin an den Gewebeschnitten des

Auges und der Nabelschnur untersucht. Bei den Gewebeschnitten des Auges war im Bereich des

RPE ein Binden der Antikörper gegen Zytokeratin 8 und Vimentin zu erkennen. Diese Ergebnisse

sind mit denen in der Zellkultur dieser Zellen identisch und können als Erhalt ihrer biochemischen

Eigenschaften in vitro gedeutet werden. Das Fehlen der Zytokeratin 18 Expression muß weiter

untersucht werden.

In den Gewebeschnitten der Nabelschnur wurde im Bereich der HUVEC nachgewiesen, daß der

Antikörper gegen Vimentin, nicht jedoch gegen die Zytokeratine 8 und 18 band. Der fehlende

Nachweis der Zytokeratine in den HUVEC beweist ihre nichtepitheliale Herkunft.

Zellassoziierte Proteine (Endothelzellmarker)

Als Nachweis für die Endothelzellen wurden spezifische Zellmarker, wie vWF und Endoglin, ein-

gesetzt. In den Paraffinschnitten der Nabelschnurvene konnte die Expression beider Marker an

HUVEC gezeigt werden, was mit der Expression dieser Marker von HUVEC in vitro überein-

stimmte.

Die Endothelmarker vWF und Endoglin konnten am Gewebeschnitt des Auges nicht im RPE nach-

gewiesen werden. Im Bezug auf das Endoglin konnte auch in kultivierten RPE keine Expression

bestätigt werden, während vWF in kultivierten RPE Zellen nachgewiesen wurde. Dieses läßt auf

eine Veränderung der RPE Zelle unter Kulturbedingungen schließen, oder spricht für eine unspezi-
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fische Bindung des polyklonalen Antikörpers in Kultur. Das Fehlen von vWF in den RPE in vivo

unterstützt die These, daß sich die Zellen nicht aus dem Mesenchym entwickeln.

Neuroendokriner/neuroektodermaler Marker (NSE)

Der Nachweis des polyklonalen Antikörpers gegen NSE in den Gewebeschnitten des Auges und

der Nabelschnur sowie in Kultur weist auf neuronale Eigenschaften der RPE Zellen hin, begründet

aber nicht das Vorhandensein in den HUVEC, einem Zelltyp, der sich aus dem Mesoderm entwik-

kelte. NSE, als polyklonaler Marker, ist möglicherweise zu unspezifisch und bedarf weiterer Unter-

suchungen.

Matrixkomponenten

Der Nachweis der Matrixkomponenten Fibronektin, Laminin und Kollagen IV konnte weder in den

Gewebeschnitten des Auges, noch der Nabelschnur erbracht werden und muß weiter untersucht

werden. Eine Expression dieser Komponenten wurde in den Zellkulturen von den RPE und HUVEC

gefunden

4.3 Ausblick

Die immunhistochemische Charakterisierung des humanen retinalen Pigmentepithels dient der Iden-

tifizierung der in vitro etablierten Zelle. Sie überprüft biochemische Eigenschaften der RPE Zellen

in vivo und in vitro und untersucht deren Abhängigkeit von morphologischen Veränderungen in der

Zellkultur. Die verwendeten Zellkulturen zeigen eine gute Antigenexpression, sind folglich in

einem guten Vitalitäts-und Funktionszustand in vitro.

Die in unserer Arbeit verwendeten kultivierten RPE scheinen daher für weitere Untersuchungen

von Funktionsstörungen im RPE sowie für eine mögliche Transplantation geeignet.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden kultivierte humane, retinale Pigmentepithelzellen hinsichtlich

spezifischer Zellmarker immunhistochemisch charakterisiert. Dabei sollte der ontogenetische Ur-

sprung des RPE untersucht werden, ob das RPE ein reines Epithel oder auch Eigenschaften mit

mesenchymalen Zellen teilt. Als Vergleichszellen dienten vaskuläre Endothelzellen aus der

Nabelschnurvene.

Aufgrund von morphologischen Veränderungen in der Zellkultur sollte das Vorkommen spezifischer

Markerproteine in den kultivierten RPE untersucht werden.

Die RPE Zellen und die HUVEC wurden immunhistochemisch auf Matrixkomponenten,

Endothelzellmarker, bestimmte Intermediärfilamente, neuroektodermale Marker und auf die Reak-

tion mit dem Antikörper 9.3.E untersucht. Beide Zellarten bildeten übereinstimmend die drei unter-

suchten Matrixkomponenten, Laminin, Fibronektin und Kollagen IV. Für Fibronektin konnte eine

Korrelation zwischen der Zelldichte in der Kultur und der Passage und der Bildung dieser Matrix-

komponenten dargestellt werden. Es zeigte sich, daß sich HUVEC durch das Vorhandensein von

Endothelmarkern, wie Ulex europaeus Lektin 1, Endoglin und CD 31 vom RPE unterscheidet.

Dieses ist ein Indiz für den mesenchymalen Ursprung der HUVEC und die ektodermale Herkunft

der RPE. Von beiden Zellarten in Kultur wurden die Endothelmarker vWF und Antithrombin III

gebildet. Dieser Nachweis ließ sich aber nicht an den Gewebeschnitten des Auges bestätigen und

läßt eine Trans-oder Dedifferenzierung der RPE in vitro vermuten. Zellmarker, die nur vom RPE

exprimiert wurden, waren die Zytokeratine 1, 5, 8, 10, 14, 18 und 19. Deren Nachweis kann als

spezifisches Charakteristikum epithelialer Zellen gewertet werden. Weitere Gemeinsamkeit beider

Zellarten war der Nachweis von NSE, Vimentin und 9.3.E. in RPE und HUVEC. Dabei weist das

Vorkommen von NSE auf neuronale Eigenschaften, Vimentin auf eine Transdifferenzierung und

9.3.E auf das Vorhandensein einer Basallamina in den RPE in vitro hin.

Zusammenfassend kann herausgearbeitet werden, daß das RPE hinsichtlich seines

neuroektodermalen Ursprungs über mehrere Passagen, auch unabhängig vom Differenzierungs-

grad, charakterisierbar ist. Ebenfalls zeigt sich eine typische Ausbildung von Matrixkomponenten,

die darauf hinweisen, daß das RPE seinen adhäsiven Charakter bei der Kultivierung behält. Das

Vorhandensein der Zytokeratine deutet auf die Beibehaltung ihres epithelialen Charakters hin.
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