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1. Arbeitshypothese und Fragestellung

Das korneale Endothel hat zwei wichtige Funktionen, die Barrierefunktion und die

Pumpfunktion. Ein starker Verlust von Endothelzellen führt zu einer Dekompensation

der Hornhaut. In vivo konnte bisher keine Proliferation des Endothels erreicht werden.

Auch nach Zusatz von Wachstumsfaktoren zu Organkulturmedien von Spendergewebe

gab es keinen eindeutigen Beweis, dass diese Wachstumsfaktoren langfristig den

Endothelzellverlust verhindern oder eine Zellvermehrung bewirken. Die wichtigste

Voraussetzung für den Erfolg einer Hornhauttransplantation stellt jedoch die Ver-

wendung von Spendermaterial mit intaktem Endothel hoher Zelldichte dar. Daher wird

zurzeit ein hoher Anteil an Spenderhornhäuten nicht zur Transplantation freigegeben, da

deren Endothel nicht die geforderte Zelldichte von 2 000 Zellen/mm2 aufweist.

An der Hornhautbank Hamburg wurde ein Verfahren entwickelt, mit dem kultivierte

korneale Endothelzellen auf Spenderhornhäute mit zu geringer Endothelzelldichte

transplantiert werden können. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Informationen zur

Anheftung der transplantierten Zellen an die Descemet Membran, zur Kontaktinhibition

nach Ausbildung eines Monolayers und zur Ausbildung interzellulärer Kontakte

gewonnen werden. Es sollte die Synthese von Zelladhäsionsmolekülen der Integrin Familie

sowie von Bestandteilen interzellulärer Verbindungen in kultivierten humanen kornealen

Endothelzellen nach Transplantation auf humane Spenderhornhäute immunohistochemisch

nachgewiesen und mit der Synthese von Zelladhäsionsmolekülen und Zellverbindungen in

normalen kornealen Endothelzellen verglichen werden.

Die Ergebnisse sollen zeigen, ob das nach Transplantation ausgebildete Endothel bezüglich

der exprimierten Anheftungsfaktoren und Bestandteilen der Zellverbindungen mit einem

normalen kornealen Endothel vergleichbar ist. Sollten dabei Unterschiede aufgedeckt

werden, so ist zu prüfen ob diesen durch Änderungen der Kulturbedingungen

entgegengewirkt werden kann. Außerdem werden die Proliferation und die Kontakt-

inhibition der Hornhautendothelzellen immunohistochemisch untersucht.

In jedem Fall werden die Ergebnisse dieser Arbeit zu einem besseren Verständnis der

Interaktionen zwischen kornealen Endothelzellen sowie zwischen diesen und ihrer

Matrix beitragen. Derartige Studien bringen langfristig das Ziel näher, diejenigen

Hornhäute für Keratoplastik nutzbar zu machen, die ursprünglich aufgrund eines

unzureichenden Endothels nicht für Keratoplastik geeignet waren und deren Endothel

durch Zelltransplantation verbessert bzw. ersetzt wurde.
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2. Einleitung

2.1 Aufbau der Hornhaut des menschlichen Auges

Das Auge (Abbildung 2.1) ist eines der wichtigsten Sinnesorgane des Menschen.

Elektromagnetische Wellen mit Wellenlängen zwischen 400 und 750 nm werden von

ihm wahrgenommen und als elektrochemische Signale an das Gehirn weitergeleitet, so

dass mit seiner Hilfe Informationen über die Umwelt vermittelt werden.

Abbildung 2.1: Anatomie des Auges. Der kugelförmige Augapfel wird von der weißen, derben

Lederhaut (Sklera), die vorn als durchsichtige Hornhaut (Kornea) ausgebildet ist,

eingeschlossen. Innen liegt der Lederhaut die gefäßreiche Aderhaut auf, die an der

Hornhautgrenze die ringförmige Regenbogenhaut (Iris) bildet. Durch die

Regenbogenhaut hindurch gibt das Sehloch (Pupille) die Sicht frei. Der Aderhaut liegt

innen die Netzhaut (Retina) auf, die aus den Sehzellen besteht und die

Lichtempfindungen aufnimmt, verarbeitet und über den Sehnerv (Nervus opticus) dem

Gehirn zuleitet. Die Stelle des schärfsten Sehens in der Netzhaut ist der Gelbe Fleck

(Makula). Das Innere des Auges ist mit dem durchsichtigen Glaskörper ausgefüllt, der

dem Augapfel Spannung und Festigkeit verleiht.

(Aus: http://www.med1.de/Laien/Krankheiten/Augen )

Die äußere, kugelförmige Hülle des Auges besteht aus straffem Bindegewebe. Den

vorgewölbten und durchsichtigen Teil bildet die Hornhaut (Kornea, Abbildung 2.2), an

die sich eine weiße Lederhaut, die Sklera, anschließt. Der Hornhautdurchmesser beträgt

beim Erwachsenen 10 bis 13 mm. Im Zentrum ist die Hornhaut 0,5 mm dick, in der

Peripherie 0,65 mm. Die Hornhaut ist das optische Fenster des Auges, durch sie tritt das

Licht in das Auge ein. Sie ist stärker gekrümmt als die Sklera und trägt durch ihre

Wölbung am stärksten zur Brechkraft des Auges bei. Die Brechkraft der Linse beträgt
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im Vergleich dazu nur 15 Dioptrien. Bei einer Gesamtbrechkraft des dioptrischen

Apparates von 58 Dioptrien entfallen 43 Dioptrien auf die Hornhaut, womit sie für das

Sehen von wesentlicher Bedeutung ist. Die intakte Feinstruktur der Hornhaut sowie ihre

regelmäßige Oberfläche und Transparenz stellen eine Voraussetzung für scharfes Sehen

dar.

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des Vorderaugenabschnittes. Die äußere, kugelförmige Hülle

des Auges besteht aus straffem Bindegewebe. Den vorgewölbten und durchsichtigen Teil

bildet die Hornhaut (Kornea), an die sich eine weiße Lederhaut (Sklera) anschließt. Die

Vorderkammer ist durch Hornhaut und Iris umgrenzt. Sie enthält Flüssigkeit, das

sogenannte Kammerwasser, welches die Hornhaut ernährt. Zwischen der Linse und dem

Glaskörper liegt ein Raum, der durch die Pupille mit der Vorderkammer verbunden ist

und ebenfalls mit Kammerwasser gefüllt ist. Dieser Bereich wird als die Hinterkammer

des Auges bezeichnet.

(Aus: http://www.augenoperationen.de/auge_anatomie.asp)

Die Oberfläche der Hornhaut ist von einem mehrschichtigen, nicht verhornenden

Plattenepithel überkleidet. Es besteht aus fünf bis acht Zellschichten, von denen nur die

basale Zellschicht regenerationsfähig ist (Matsuda et al. 1986). Die basalen Zellen

sitzen einer verdickten Basallamina, der Bowman–Membran, auf und sind in dieser fest

verankert. Das Epithel hat eine Dicke von 50 µm. 30% seiner Gesamtproteine sind

Keratine. Es ist für viele Stoffe undurchlässig und spielt eine wichtige Rolle in der

Abwehr von Krankheitserregern.
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Die nächste Schicht bildet das Hornhautstroma, das ungefähr 90% der Gesamtmasse der

Hornhaut ausmacht. Seine Transparenz beruht auf der regelmäßigen, gitterartigen

Anordnung von Kollagenfibrillen in einer Grundsubstanz aus sauren Mukopoly-

sacchariden, Keratansulfat und Chondroitinsulfat sowie auf seinem physiologischen

Hydrationszustand. Die Kollagenfasern bilden mit der Substanz, in die sie eingebettet

sind, ein optisches Gitter. Die eingelagerten Mukopolysaccharide haben die Tendenz,

Wasser zu binden, wodurch die Grundsubstanz aufquillt und die Kollagenfasern

auseinanderrücken. Überschreitet die Gitterkonstante des Stromas den kritischen Wert

von 200 nm, kommt es zur Streuung des Lichts und die Hornhaut erscheint opak

(Waltmann und Hart 1987). Zwischen den Kollagenfibrillen befinden sich verzweigte

Keratozyten, die für die Bildung der Stromabestandteile verantwortlich sind (Yue und

Baum 1976; Newsome et al. 1982; Reim 1985).

Zur Innenseite folgt die Descemet-Membran. Die Descemet-Membran nimmt im Laufe

des Lebens kontinuierlich an Dicke zu (Murphy et al. 1984). Ihre Bestandteile sind

Kollagene, vor allem Kollagen Typ IV (Newsome et al. 1982; Nakayasu et al. 1986)

und Kollagen Typ VIII (Kapoor et al. 1988; Levy et al. 1995) sowie Glykoproteine,

wie Fibronektin (Kenney et al. 1982). Der Descemet-Membran sitzt ein einschichtiges

Endothel auf, das die Hornhaut zur Vorderkammer hin abgrenzt. Das korneale Endothel

besteht aus mosaikartig angeordneten, hexagonalen Zellen (Abbildung 2.3). Es ist kaum

regenerationsfähig. Schäden werden durch das Ausbreiten benachbarter Zellen

kompensiert.

Das korneale Endothel weist eine Dicke von 4 bis 6 µm auf und hat die Aufgabe,

sowohl als Barriere zur Vorderkammer als auch als Pumpe, z.B. für notwendigen

Nährstofftransport, zu dienen. Auf die Funktion des Endothels wird im nächsten

Abschnitt näher eingegangen.

Zahlreiche Erkrankungen können zu einer Trübung der Hornhaut und nachfolgender

Minderung der Sehleistung führen. Hier sind in erster Linie altersbedingte Veränderun-

gen wie die Endothelzellatrophie bei der Fuchs´schen Erkrankung, aber auch die aphake

bullöse Keratopathie nach intraokularen Eingriffen am vorderen Augenabschnitt zu

nennen. Ebenso können schwere chronische Entzündungen der Kornea oder des

Augeninneren zu sekundären Hornhauttrübungen oder zur Vaskularisation führen.

Außerdem sind Verbrennungen, Verätzungen und perforierende Traumen zu erwähnen.

Hinzu kommen die Hornhautdystrophien erblichen Charakters, wobei an erster Stelle

der Keratokonus zu nennen ist.
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Abbildung 2.3: Mikroskopische Aufsicht auf ein normales, junges Hornhautendothels. Das

Hornhautendothel besteht aus einer einschichtigen Lage von mosaikartig

angeordneten, hexagonalen Zellen. Das Endothel hat eine Barriere- und Pumpfunktion,

die für die Aufrechterhaltung der Transparenz der Hornhaut von entscheidender

Bedeutung ist. Die Barriere wird durch geschlossene Kontakte zwischen den Zellen

gebildet. Die normale Kornea weist nach der Geburt des Menschen eine

Endothelzelldichte von ca. 3 000 Zellen/mm2 auf, was einer Gesamtzahl von ca. 350

000 Endothelzellen pro Hornhaut entspricht (Waring et al. 1982). Unabhängig von

Erkrankungen verändert sich das Aussehen des kornealen Endothels mit

zunehmendem Lebensalter. Es werden vermehrt vergrößerte Zellen und ein irregulärer

Zellverband beobachtet.

(Abbildung aus: http://www.bio-optics.com/articles/02/art0208.htm)

2.2 Das korneale Endothel und seine Funktion

Das korneale Endothel hat, wie im Abschnitt 2.1 ausgeführt, neben der Bildung seiner

extrazellulären Matrix, der Descemet-Membran, zwei wichtige Funktionen, die

Barrierefunktion und die Pumpfunktion.

Das korneale Endothel dient als Barriere, um einen freien Einstrom von Molekülen aus

der Vorderkammer in das Hornhautstroma zu verhindern. Diese Barrierefunktion des

kornealen Endothels wird durch die Art der Zellkontakte zwischen den einzelnen Zellen

ermöglicht. An den lateralen Enden sind die Zellen untereinander durch tight-junctions

(„Verschlusskontakte“) miteinander verbunden. Durch diesen Aufbau wird der freie

Einstrom von Molekülen aus der Vorderkammer verhindert, andererseits können aber

selektiv in Wasser gelöste Nährstoffe in das Stroma diffundieren (Iwamoto und Smelser

1956; Kreutziger 1976; Hirsch et al. 1977).
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Die wichtigste Funktion des Endothels ist seine Pumpfunktion. Eine Na+/K+-ATPase in

der apikalen Zellmembran der kornealen Endothelzellen transportiert Na+-Ionen vom

Hornhautstroma in die Vorderkammer. Diesem Transport folgen als Ladungsausgleich

HCO3
--Ionen und aus osmotischen Gründen Wasser. So wird der physiologische

Hydratationszustand aufrechterhalten und die Transparenz der Hornhaut gewährleistet

(Reim und Tursset 1968; Dikstein und Maurice 1972; Lütjen - Drecoll und Lönnerholm

1981; Geroski et al. 1985).

Die normale Kornea weist nach der Geburt des Menschen eine Endothelzelldichte von

ca. 3 000 Zellen/mm2 auf, was einer Gesamtzahl von ca. 350 000 Endothelzellen pro

Hornhaut entspricht (Waring et al. 1982). Unabhängig von Erkrankungen verändert sich

das Aussehen des kornealen Endothels mit zunehmendem Lebensalter. Es werden

vermehrt vergrößerte Zellen und ein irregulärer Zellverband beobachtet. Zudem nimmt

die Endothelzelldichte ab (Bourne 1976; Laing et al. 1976; Laule et al. 1978; Suda

1984). Ein starker Verlust von Endothelzellen führt zu einer Dekompensation der

Hornhaut. Nicht nur durch den Alterungsprozess, sondern auch durch Verletzungen,

Krankheiten, und während der Entwicklung der Kornea können Schädigungen des

Endothels auftreten. Zu den angeborenen Veränderungen der Hornhaut gehören der

Keratokonus posterior, die Peter’sche Anomalie, die hereditäre hintere Endothel-

dystrophie, die Rieger Anomalität und das infantile Glaukom. Durch diese

Erkrankungen wird die Endothelzellfunktion beeinträchtigt. Meist ist die einzige

Möglichkeit, Erkrankungen des Endothels zu behandeln, die Hornhauttransplantation,

die bisher auch die einzige Therapie bei den erblichen Hornhautdystrophien oder nach

Eintrübung der Kornea nach entzündlichen Prozessen ist.

2.3 Hornhauttransplantation

Bei der Hornhauttransplantation (Keratoplastik) wird der eingetrübte oder unregelmäßig

gekrümmte zentrale Teil der Hornhaut ersetzt. Mit Hilfe eines Trepans wird ein rundes

Scheibchen von 6-8 mm Durchmesser entweder in ganzer Dicke der Kornea

(perforierende Keratoplastik) oder nur im Bereich der oberflächlichen und mittleren

Gewebsschichten (lamelläre Keratoplastik) entnommen. Anschließend wird in den

entstandenen Defekt eine gleichgroße oder geringfügig größere, klare Korneaskleral-

scheibe eines Spenderauges eingelegt und durch feine Nähte fixiert (Abbildung 2.4).



7

Abbildung 2.4: Bei der Keratoplastik wird mit einem kreisrunden Trepan eine Scheibe aus einer

Spenderhornhaut herausgeschnitten und unter einem Operationsmikroskop in die

Wirtshornhaut mit feinstem Nahtmaterial eingenäht, nachdem dort vorher ein gleich

großen Hornhautstück entnommen wurde.

(Aus: http://www.onjoph.com/Artikel/DOC2001_KPL/DOC2001_kpl_body_2.htm)

Die perforierende oder penetrierende Keratoplastik ist eine der ältesten

Transplantationen der Medizin und wurde vermutlich erstmals von de Quengsy

vorgeschlagen (de Quengsy 1789). Trotz einiger weiterer Überlegungen in den

folgenden Jahren (Darwin 1797; Himly 1813) nahm sich erst 1818 Reisinger, ein

Schüler Himlys, dieses Themas an und startete eine Reihe von Tierexperimenten. Diese

endeten sämtlich in der Eintrübung des transplantierten Gewebes, ebenso hatte

Dieffenbach nur Misserfolge vorzuweisen (Dieffenbach 1831). Die erste erfolgreiche

Hornhauttransplantation gelang schließlich dem Iren Bigger in arabischer Gefangen-

schaft an einer Gazelle mit homologem Spendermaterial (Bigger 1837).

Ein erster Versuch am Menschen, dem eine Schweinehornhaut transplantiert wurde, war

nicht erfolgreich (Kissam 1844).

Die Grundlagen für eine perforierende Keratoplastik wurden schließlich von Power

entwickelt (Power 1872). Zu ihnen zählten bereits damals die Verwendung frischen,

homologen Gewebes, die Schonung des Endothels, sorgfältige Nahttechnik und

Vermeidung von Infektionen. Mit Erweiterung der Kenntnisse über Anatomie und

Physiologie der Kornea wurden verbesserte Vorraussetzungen für die Transplantationen

einer Hornhaut geschaffen. Die erste erfolgreiche perforierende Keratoplastik beim

Menschen der Weltliteratur, seinerzeit als Hornhautpfropfung bezeichnet, wurde 1906
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von Zirm publiziert: Einem Patienten, der nach einer Kalkverätzung beidseitig durch

Hornhautnarben erblindet war, wurde eine Kornea aus einem frisch enukleierten,

verletzten Auge übertragen (Zirm 1906). Bis zum endgültigen Erfolg der Keratoplastik

verging dann noch mehr als ein halbes Jahrhundert, u.a. weil über die wichtige Funktion

des Endothels nur unzureichende Kenntnisse vorhanden waren. Heute weiß man, dass

der Zustand des Endothels das wichtigste Qualitätsmerkmal einer Spenderhornhaut ist.

Da das menschliche korneale Endothel in vivo nicht oder nur sehr begrenzt

teilungsfähig ist (Klyce und Beuermann 1988), sollte bei der Hornhauttransplantation

ein möglichst vitales Endothel mit hoher Endothelzelldichte transplantiert werden.

Spenderhornhäute, deren Endothelzelldichte unter 2 000 Zellen/mm2 liegt, werden nicht

für eine Hornhauttransplantation verwendet (European Eye Bank Association Directory

2002).

2.4 Kultivierung von Spenderhornhäuten

Die Bereitstellung von qualitativ guten Hornhäuten zur Keratoplastik und deren

Bewahrung über einen möglichst langen Zeitraum ist die Aufgabe der Hornhautbanken

geworden. Zur Konservierung der Spenderhornhäute ist an der Hornhautbank der Klinik

und Poliklinik für Augenheilkunde des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf seit

1985 die Langzeit-Organkultur (bis zu vier Wochen) etabliert, zu deren Vorteilen die

planmäßige Versorgung von Patienten und die Bereitstellung von Spenderhornhäuten

zählen.

Ob eine Spenderhornhaut zur Transplantation geeignet ist, wird anhand definierter

Qualitätskriterien entschieden. Das Hauptaugenmerk wird auf den Zustand des

kornealen Endothels gelegt. Daher wird ein Endothelbefund routinemäßig nach

Präparation und vor Transplantation erhoben. Beurteilt werden die Zellmorphologie, die

Endothelzelldichte, aber auch der Endothelzellverlust während der Organkultur.
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2.5 Endothelzelltransplantation

Zurzeit werden in Deutschland jährlich etwa 4500 Hornhauttransplantationen

(Keratoplastiken) durchgeführt. Der Bedarf an Spenderhornhäuten wird jedoch

erheblich höher geschätzt. Von den zur Verfügung stehenden Spenderhornhäuten

werden jedoch etwa 30% aufgrund einer zu geringen Endothelzelldichte nicht für eine

Keratoplastik freigegeben. Das liegt zum Teil daran, dass Spenderhornhäute zumeist

von älteren Verstorbenen stammen und bereits häufig eine reduzierte Endothelzelldichte

aufweisen. Hinzu kommt ein unvermeidbarer Endothelzellverlust durch die Organ-

konservierung und das chirurgische Trauma. In vivo, d.h. am menschlichem Auge,

konnte bisher keine Proliferation des Endothels erreicht werden. Auch nach Zusatz von

Wachstumfaktoren zum Kulturmedium von Spendergewebe gab es keinen eindeutigen

Beweis, dass diese Wachstumfaktoren langfristig den Endothelzellverlust verhindern

oder eine Zellvermehrung bewirken (Barisani-Asenbauer et al. 1997).

Eine alternative und vielversprechende Methode, die Qualität des Endothels von

Spenderhornhäuten zu verbessern, ist die Transplantation kultivierter humaner kornealer

Endothelzellen. Transplantationen mit kultivierten Rinderendothelzellen (Alvarado,

Gospodarowicz und Greenburg 1981) und Kaninchenendothelzellen (Schwartz und

McCulley 1981) konnten zeigen, dass der Ersatz der Endothelzellen möglich ist und

dass die Zellen ihre Funktionsfähigkeit wiedererlangen können. An der Hornhautbank

der Klinik und Poliklinik für Augenheilkunde des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf wurde eine Methode entwickelt, um kultivierte humane korneale

Endothelzellen auf Spenderhornhäute mit unzureichendem Endothel zu übertragen und

diese so, mit einem qualitativ hochwertigem Endothel auszustatten (Engelmann et al.

1993, 1999a und b). Die so behandelten Hornhäute wiesen vergleichbare

morphologische und funktionelle Eigenschaften auf zu normalen organkonservierten

Spenderhornhäuten (Böhnke et al. 1999; Aboalchamat et al. 1999). Über die Art der

Anheftung der transplantierten Endothelzellen und die Bildung von interzellulären

Verbindungen liegen jedoch noch keine Ergebnisse vor. Daher sollte im Rahmen dieser

Arbeit die Anheftung der transplantierten Zellen an die Descemet Membran und die sich

anschließende Bildung von interzellulären Verbindungen untersucht werden.
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2.6 Extrazelluläre Matrix und Anheftung der Zellen

In den Geweben eines Organismus gehen die Zellen gewöhnlich eine enge Verbindung

mit extrazellulären Makromolekülen ein, die meist von den Zellen selber produziert

werden. Die extrazellulären Makromoleküle bilden komplexe, dreidimensionale

Netzwerke aus, die als extrazelluläre Matrix (ECM) bezeichnet werden. Struktur und

Zusammensetzung der extrazellulären Matrix hängen vor allem von den

gewebetypischen, matrixproduzierenden Zellen und der Gewebsfunktion ab. Diese

Substanz ist weit mehr als ein einfacher Kitt. Je nach ihrer Zusammensetzung hat sie

mannigfaltige Rückwirkungen auf die Zelle: Sie bestimmt die Form, die Beweglichkeit,

die Aktivität einer Zelle und nimmt Einfluss auf deren Entwicklung. Je nach Art des

multizellulären Komplexes variiert ihre Konsistenz. Glycosaminoglykane und fibrilläre

Proteine (Kollagen, Elastin, Fibronektin) sind die Hauptbestandteile der ECM. Die

Descemet-Membran ist die extrazelluläre Matrix humaner kornealer Endothelzellen.

Man geht heute davon aus, dass die extrazelluläre Matrix für die eingebetteten Zellen

eine Informationsquelle und Funktionshilfe besonderer Qualität darstellt. Informationen

können die eingebetteten Zellen auf zwei Wegen erreichen: als im Gewebssaft gelöste

Botenstoffe (Wachstumsfaktoren, Inhibitoren, Hormone, Zytokine) und als Informati-

onen, die durch spezielle Rezeptorbindungen zwischen Zelle und extrazellulärer Matrix

vermittelt werden. Dabei stellen lösliche Botenstoffe wahrscheinlich kurzfristig

variable, stark veränderliche Informationen dar. Durch Bindung der Zelle an die

extrazelluläre Matrix könnte ein stabiler Informationsfluss von möglicherweise hoher

regionaler Spezifität zustande kommen.

Die Anheftung von Zellen wird häufig über Integrine vermittelt. Integrine sind

transmembrane Proteine, die aus je einer α und einer β Untereinheit bestehen und mit

dem Cytoskelett der Zellen verbunden sind (Hynes 1987). Bisher sind mindestens 25

verschiedene Integrine beschrieben worden, die aus unterschiedlichen Kombinationen

aus 12 α und 9 β Untereinheiten bestehen. Zum Beispiel stellt Integrin α3β1 einen

weitverbreiteten Rezeptor für Fibronektin, Kollagen und Laminin dar (Wayner und

Carter 1987). Integrin α2β1 vermittelt eine Bindung an Kollagen I und Kollagen IV

sowie an Laminin (Languino et al. 1989). Kollagene, Fibronektin und Laminin stellen

die Hauptbestandteile der extrazellulären Matrix humaner kornealer Endothelzellen dar.
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2.7 Proliferation, Kontaktinhibition und Ausbildung interzellulärer

Verbindungen

Während der Entwicklung wird das Endothel durch Migration neuroektodermaler

Zellen der Augenperipherie gebildet. Die Proliferation der Endothelzellen hört auf,

sobald die Zellen einen funktionsfähigen Monolayer gebildet haben (Kontaktinhibition).

Es werden zwischen den Zellen tight junctions („Verschlusskontakte“) gebildet. Neben

der Anheftung an die extrazelluläre Matrix ist die Ausbildung dieser interzellullärer

Verbindungen für die Funktion der Zellen von entscheidender Bedeutung. Zur

Aufrechterhaltung der kornealen Transparenz erzeugen die Endothelzellen einen

Bikarbonatgradienten. Dieser Gradient kann nur aufgebaut werden, wenn die Zellen

einen dichten Zellverband mit Verschlusskontakten bilden. In den Verschlusskontakten

sind die äußeren Plasmamembran-Schichten zweier benachbarter Zellen dicht

aneinander gerückt, so dass der Interzellularraum zwischen ihnen aufgeschoben ist.

Transmembranproteine, wie Occludin, rücken von beiden Seiten Kopf an Kopf dicht

zusammen und bilden eine feste Naht, die gürtelförmig um die Zellen verläuft. Je mehr

derartige Nähte aneinander gelegt sind, umso undurchlässiger ist der Kontakt.
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Geräte

Das Medium F99 ist eine 1+1 Mischung der Medien Ham´s F12 und M199 Earle´s

Medium. Beide Medien, sowie eine 1+1 Mischung der Medien Iscove´s MDM und

Ham´s F12 für die Züchtung der Primärkulturen, wurden als Pulverform von der Firma

Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Trypsin/EDTA (0,05/0,02%) wurde auch von der

Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Das Wasser zum Ansetzen des pulverförmigen

Mediums wurde in einer Millipore-Reinstwasser-Anlage gewonnen. Dulbecco´s

Phosphate Buffered Saline Solution (PBS) mit bzw. ohne Calcium und Magnesium,

fetales Kälberserum und bFGF waren von Seromed (Biochrom KG, Berlin).

Natriumhydrogencarbonat war von der Firma Merck (Darmstadt). Die Kulturschalen

wurden von Greiner (Solingen), sowie von Costar (Cambridge, MA) bezogen. Die

chamber slides waren von der Firma Nunc (Wiesbaden). Das Insulin, Kollagenase Typ

IV, die Ascorbinsäure und das D-Valin waren von Sigma (Steinheim).

Für die immunohistochemischen Färbungen wurde das DAKO LSAB�2 System,

Alkaline Phosphatase Kit verwendet. Es wurden auch eine Hematoxylinlösung

(HARRIS´, Merck) und ein Blockierungsreagenz (DAKO) verwendet.

Das Thymidin Analogon 5-Brom-2´-desoxy-uridin (BrdU) (Roche, Mannheim) und

Antikörper gegen folgende Proteinen wurden verwendet: integrin �1 (Klon K20, Dako,

Hamburg), integrin �2�1 (Klon P1E6, Dako, Hamburg), integrin �3�1 (Klon P1B5, Dako,

Hamburg), ZO-1 (Klon BM173, DPC Biermann, Bad Nauheim), Ki-67 (Klon MIB-1,

Dako, Hamburg), BrdU (Klon BMC 9318, Roche, Mannheim). Antikörper wurden im

speziellen DAKO puffern verdünnt (DAKO Antibody Diluent with background

reducing Components).

Es wurde auch der in unserem Labor hergestellte Antikörper 9.3.E gegen humane

korneale Endothelzellen (Engelmann et al 2001) verwendet.

Die folgende Geräte wurden für den Versuchen verwendet: Brutschränke (Heraeus),

eine Zentrifuge (Heraeus Sepatech, Omnifuge 2.0 RS), ein Zellzählgerät (Coulter� ,

particle count and size analyzer).
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3.2 Isolierung und Kultivierung kornealer Endothelzellen

In dieser Arbeit wurden sowohl frisch isolierte als auch durch SV40 Transfektion

immortalisierte humane korneale Endothelzellen (Bednarz et al. 2000) verwendet.

Korneale Endothelzellen wurden nach der Methode von Engelmann et al. (1988) von

Spenderhornhäuten, die für eine Keratoplastik ungeeignet waren, isoliert. Zur Anzucht

der humanen kornealen Endothelzellen wurde ein Selektionsmedium verwendet, das die

Proliferation der kornealen Endothelzellen durch den Zusatz von Wachstumsfaktoren

förderte aber gleichzeitig das Wachstum schnell proliferierender Keratozyten hemmte

(Engelmann und Böhnke 1990). Letzteres wurde durch den Austausch von L-Valin

durch D-Valin erreicht. Fibroblasten können D-Valin nicht in L-Valin umwandeln, aber

korneale Endothelzellen können D-Valin mit dem Enzym D-Aminoxidase über ein

Zwischenprodukt (2-Ketoisovaleriansäure) in seine L-form überführen. Das Basal-

medium setzt sich zusammen aus einer 1+1 Mischung von Iscove´s MDM und Ham´s

F12. Dazu wurde D-Valin (52 mg/l) hinzugefügt. Für die Isolierung der Zellen wurde

eine Kollagenase Typ IV-Lösung mit einer Konzentration von 5 mg/ml Kollagenase

Typ IV in Basalmedium hergestellt. Spenderhornhäute wurden in eine 24-Lochschale

mit dem Endothel nach oben gelegt. In die Wölbung wurden 50 µl der Enzymlösung

gegeben. Die Hornhäute wurden 90 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation

wurde die Korneoskleralscheibe über ein 50 ml Zentrifugenröhrchen gehalten. Die

Endothelzellen wurden mit 20 ml Basalmedium, mittels einer Spritze, durch eine dünne

Kanüle, abgespült. Die Zellen wurden bei 300xg 10 Minuten zentrifugiert. Der

Überstand wurde verworfen. Die Zellen wurden mit 0,5 ml Selektionsmedium Komplett

(das Basalmedium wurde mit 7,5% NCS, 7,5% FCS, jeweils dialysiert, Insulin und

Ascorbinsäure (jeweils 1µg/ml), bFGF 10 ng/ml supplementiert) aufgenommen und in

ein Loch einer 24-Lochschale ausgesät. Nach vier Stunden wurde der Überstand aus

dem Loch abgenommen und in ein neues Loch pipettiert. In das erste Loch wurde 0,5

ml frisches Medium (Selektionsmedium Komplett) gefüllt.

Für die weitere Kultivierung der frisch isolierten Zellen (nach den ersten zwei

Passagen), sowie für die Kultivierung der transfizierten Zellen, wurde das Basalmedium

F99 mit 5% FCS und bFGF (10ng/ml) verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C mit 5%

CO2-Begasung im Brutschrank kultiviert. Das Medium wurde alle zwei bis drei Tage

erneuert. Die Zellen wurden passagiert, nachdem diese eine konfluente Zellschicht,

einen Monolayer, gebildet hatten. Für die Zellen hat sich ein Umsetzungsverhältnis von
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eins zu vier bewährt, d.h. die auf einer 25 cm2 Zellkulturflasche konfluent gewachsenen

Zellen wurden auf vier 25 cm2 Zellkulturflaschen ausgesät. Zum Passagieren mussten

die Zellen, nachdem sie dreimal mit Basalmedium gewaschen worden waren, in

Suspension gebracht werden. Hierzu wurden die Zellen enzymatisch von der

Zellkulturplatte gelöst. Eine Trypsin /EDTA-Lösung wurde auf den Monolayer getropft.

Die Zellen wurden mit dieser Lösung 5 Minuten unter Schwenken inkubiert und

anschließend in PBS oder Medium aufgenommen. Wenn sich die Zellen nur

unvollständig ablösten, ein häufig zu beobachtendes Phänomen bei den stark adhärenten

Primärkulturen, wurde der Vorgang wiederholt. Die Zellsuspension wurde 5 Minuten

bei 100g zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde mit Kulturmedium aufgenommen und

auf die vorbereiteten Kulturgefäße bzw. auf chamber slides, für immunohistochemische

Färbung, verteilt.

3.3 Transplantation kultivierter humaner kornealer Endothelzellen auf

Spenderhornhäute

Korneale Endothelzellen wurden nach der Methode von Engelmann et al. (1993) auf

menschliche Spenderhornhäute transplantiert. Dafür wurden Spenderhornhäute, die zur

Keratoplastik nicht geeignet waren, verwendet. Unmittelbar vor der Zelltransplantation

wurden noch vorhandene Endothelzellen mechanisch entfernt. Dazu wurden 20 ml

Medium durch eine feine Kanüle über die Descemet der Hornhaut gespritzt. Die

kultivierten Zellen wurden, wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, in Suspension gebracht

und mit einem Coulter counter gezählt. Es wurde für jede Hornhaut ein Alliquot der

Zellsuspension mit 50 000 Zellen mit Medium auf 150 µl aufgefüllt und auf die

Hornhaut aufgebracht. Nach der Zelltransplantation wurden die Hornhäute in Medium

F99 zunächst mit täglich absteigender FCS-Konzentration (20%, 10%, 5%) und

anschließend gleich bleibender Konzentration von 5% FCS bei 37° C inkubiert. Alle

sieben Tage wurden die Hornhäute mikroskopisch befundet, um die Ausbildung des

Endothels zu beobachten. Nach 4 Wochen wurden von den Hornhäuten Kryoschnitte

angefertigt. Die Schnitte konnten anschließend für immunohistochemische Färbungen

verwendet werden.

Zum Vergleich wurden auch Schnitte von Spenderhornhäuten mit eigenen Endothelzellen,

die für eine Keratoplastik nicht geeignet waren, angefertigt.
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Von einigen Hornhäuten wurde die Descemet Membran unter einem Operations-

mikroskop mit Hilfe feiner Pinzetten zusammen mit dem Monolayer der Endothelzellen

mechanisch von der Hornhaut entfernt (Bednarz et al. 1998) und anschließend für

immunohistochemische Färbungen verwendet.

3.4 Immunhistochemische Färbungen

Immunhistochemische Färbemethoden werden nach direkter oder indirekter Färbung

unterschieden. Bei der direkten Methode wird ein enzymgekoppelter spezifischer

Antikörper eingesetzt, der mit einem bestimmten Gewebsantigen reagiert. Bei der

indirekten Technik bindet ein unkonjugierter Primärantikörper an das Antigen. Ein

zweiter enzymmarkierter Antikörper, der gegen den Primärantikörper gerichtet ist,

reagiert mit dem Primärantikörper. Eine besondere Art der indirekten Färbemethode ist

die Labelled-Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB-Methode), bei der ein biotinylierter

Brückenantikörper mit einem Streptavidinmoleküle reagiert, welches mit alkalischer

Phosphatase (AP) oder Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert ist. In dieser Arbeit

wurde das DAKO LSAB�2 System, Alkaline Phosphatase Kit verwendet. Dieses Kit ist

bei Primärantikörpern aus Maus oder Kaninchen einsetzbar. Das Kit enthält Fuchsin

Chromogen Komponenten als Substrat für die Alkaline Phosphatase. Am Ende werden

die Antigene durch eine Rotfärbung sichtbar gemacht.

Vorbereitend zur Färbung wurden die Zellen bzw. die abgezogenen Descemet-

Membranen dreimal mit PBS gewaschen und anschließend bei -20°C zehn Minuten in

70%igem Ethanol in 50mM Glyzinpuffer (pH 2) fixiert. Die Zellen wurden mit dem

ersten Antikörper 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die weitere Färbung

wurde nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. Nach einem dreimaligen Waschen

mit PBS wurden die Proben 10 Minuten mit dem Brückenantikörper inkubiert. Danach

wurden die Zellen wieder 3-mal mit PBS gewaschen und anschließend 10 Minuten mit

Streptavidin-AP inkubiert. Zwischenzeitlich wurde eine Substrat-Chromogen-Lösung

hergestellt indem zunächst 3 Tropfen Fuchsin Chromogen mit 3 Tropfen Aktivator

(Fuchsin Activating Agent) in einem Röhrchen 1 Minute gemischt und anschließend mit

Fuchsin Substrate Puffer auf 2 ml aufgefüllt wurden. Die Zellen wurden noch 3-mal mit

PBS gewaschen und 10 Minuten mit der Substrat-Chromogen-Lösung inkubiert.

Anschließend wurden die Proben einmal mit Wasser gewaschen und mit einem
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Deckglas eingedeckt. Wenn angegeben wurde vor der Eindeckung eine Gegenfärbung

mit Hematoxylinlösung (1/10 verdünnt in Wasser 5 Minuten) durchgeführt.

Die Kryoschnitte (Kapitel 3.3) wurden zuerst 5 Minuten mit Aceton fixiert und 3-mal

mit Tris-Puffer gespült. Anschließend 10 Minuten mit Blockierungsreagenz inkubiert

und noch 3-mal mit Tris-Puffer gespült. Die weiteren Schritte wurden auch nach

Anleitung des Herstellers, wie in vorhergehendem Absatz beschrieben, durchgeführt.

3.5 Proliferation und Kontaktinhibition

Die Proliferation kultivierter kornealer Endothelzellen wurde durch den Einbau des

Thymidin Analogons 5-Brom-2´-desoxy-uridin (BrdU) in neu synthetisierte DNS

untersucht. Hierzu wurde dem Zellkulturmedium 36 Stunden vor der immunohisto-

chemischen Färbung BrdU (Endkonzentration 10 mM) zugefügt. Vorbereitend zur

Färbung wurden die Zellen 3-mal mit PBS gewaschen und anschließend bei -20°C zehn

Minuten in 70%igem Ethanol in 50 mM Glyzinpuffer (pH 2) fixiert. Anschließend

wurden die Zellen, zur Denaturierung der DNS, 60 Minuten mit 2N HCl bei 37° C

inkubiert und anschließend 2-mal mit 10 mM Borat-Puffer gewaschen. Die Zellen

wurden mit dem ersten Antikörper (Maus-anti-BrdU, Roche, Mannheim) 60 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert. Die weitere Färbung wurde mit dem DAKO LSAB�2

System, wie im Kapitel 3.4 beschrieben, durchgeführt.

Alternativ wurde die Proliferation kornealer Endothelzellen durch den Nachweis des

Proliferation-assoziierten Proteins Ki67 untersucht. Die immunlogischen Färbungen

wurden ebenfalls mit dem DAKO LSAB�2 System durchgeführt, wie im Kapitel 3.4

beschrieben.

Um die Proliferation der humanen kornealen Endothelzellen in situ zu untersuchen,

wurden sowohl Skleralringe (Spenderhornhäute deren Zentrum für eine Keratoplastik

verwendet wurde) als auch ganze Spenderhornhäute, die nicht für eine Keratoplastik

geeignet waren, verwendet. Die Descemet Membran der intakten Spenderhornhäute

wurden mit Trepanen von 6,5 und 9,0 Millimeter Durchmesser in drei Zonen unterteilt:

äußere Peripherie (der Bereich, der weiter als 9 mm vom Mittelpunkt der Hornhaut

entfernt ist), mittlere Peripherie (der Bereich in einer Entfernung zwischen 6,5 mm und

9 mm vom Mittelpunkt) und Zentrum (der zentrale, kreisförmige Bereich bis zu einer

Entfernung von 6,5 mm vom Mittelpunkt). Die Hornhäute und Skleralringe wurden
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nach Trepanation 5 Stunden in Medium F99 mit 5% FCS inkubiert. Anschließend

wurden die Descemet Membranen der Skleralringe sowie der intakten

Spenderhornhäute unter einem Operationsmikroskop, mit Hilfe feiner Pinzetten,

zusammen mit dem Monolayer der Endothelzellen entfernt. Die abgezogenen

Descemet Membranen wurden über Nacht in Medium F99 mit 5% FCS inkubiert. Für

den Nachweis der DNS-Synthese wurde dem Medium 10 mM BrdU zugefügt. Am

nächsten Morgen wurden die Descemet Membranen, wie oben für die Zellkulturen

beschrieben, in PBS gewaschen und in 70% Ethanol in Glycin-Puffer fixiert. Auch die

weitere Behandlung erfolgte analog zu der oben beschriebenen Färbung der

Zellkulturen.
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4. Ergebnisse

4.1 Zellkulturen

Für die Isolierung von Endothelzellen standen 25 Spenderhornhäute, die für eine

Keratoplastik ungeeignet waren, zur Verfügung. Von 10 Hornhäuten konnten

Primärkulturen etabliert werden. Die Zellen waren gleichmäßig groß und wuchsen in

Gruppen (Abbildung 4.1). Ab der vierten Passage zeigten die Zellen verminderte

Proliferation und Anzeichen von Seneszenz wie Zellvergrößerung und Auftreten von

zellulären Einschlüssen.

Abbildung 4.1: Humane korneale Endothelzellen in der Primärkultur. Die phasenkontrastmikroskopische

Aufnahme zeigt eine Kultur 4 Tage nach der Isolierung. Die Zellen zeigen die für humane

korneale Endothelzellen typische polygonale Morphologie. Überlebensfähige Zellen

traten meistens in Gruppen auf. (Balkenlänge entspricht 100 µm)

Die SV40 transfizierten Zellen proliferierten immer gleichmäßig stark und die Kulturen

wiesen innerhalb von 10 Tagen Konfluenz auf (Abbildung 4.2). Die Zellen zeigten

ebenfalls eine polygonale Morphologie.
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Abbildung 4.2: SV40 transfizierte humane korneale Endothelzellen nach 3 Tage (a) und nach 10 Tage

(b) in der Zellkultur. (Balkenlänge entspricht 100 µm)

4.2 Zelltransplantation

Kultivierte, SV 40 transfizierte humane korneale Endothelzellen wurden auf 12

Spenderhornhäute transplantiert. Nach 2 Wochen wurde das neugebildete Endothel

mikroskopisch untersucht. Es fand sich ein geschlossenes Endothel aus polygonalen

Zellen (Abbildung 4.3). Fünf Hornhäute wurden für weitere zwei Wochen kultiviert. Im

Anschluss an diese vierwöchige Kultivierung wurden von diesen Hornhäuten

Kryoschnitte hergestellt und für immunohistochemische Färbungen verwendet

(Abbildung 4.3).

Abbildung 4.3: SV40 transfizierte humane korneale Endothelzellen nach Transplantation auf Spender-

hornhäute. Auf dem linken Photo ist das nach zwei Wochen gebildete geschlossene

Endothel aus polygonalen Zellen in der Aufsicht zu sehen (a). Das rechte Photo zeigt

einen Kryoschnitt 4 Wochen nach der Transplantation (b). Es ist deutlich zu erkennen,

dass die Zellen einen Monolayer gebildet haben. (Balkenlänge entspricht 50 µm)
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Zum Vergleich wurden auch Schnitte von Spenderhornhäuten mit eigenen Endothelzellen

angefertigt, die für eine Keratoplastik nicht geeignet waren (Abbildung 4.4). Auf diesen

Schnitten ist das geschlossene Endothel als Monolayer deutlich zu erkennen. Eine deutliche

Aufsicht auf den Monolayer war besonders gut möglich, nachdem die Descemet Membran

zusammen mit den adhärenten Endothelzellen unter einem Operationsmikroskop von

der Spenderhornhaut entfernt und anschließend mikroskopisch untersucht wurde

(Abbildung 4.5). Die Trennung der Descemet Membran mit den Endothelzellen von der

übrigen Hornhaut hatte den Vorteil, dass beim Mikroskopieren die Zellen bzw. zelluläre

Strukturen nur durch die klare Descemet Membran mikroskopiert werden können und

nicht durch das gesamte Stroma was zu einer deutlich geringeren Lichtbrechung und

damit zu deutlich schärferer Darstellung führt. Beim Abziehen der Descemet Membran

von den Hornhäuten mit transplantierten Endothelzellen kam es jedoch immer zu einem

vollständigen Ablösen der Zellen. Daher konnten immunologische Färbungen nur an

transplantierten Zellen durchgeführt werden, die sich auf der Spenderhornhaut

befanden. Die Minderung der Hornhauttransparenz durch den Färbeprozess erschwerte

jedoch die Auswertung und Darstellung der Ergebnisse.

Abbildung 4.4: Vergleichschnitte von Spenderhornhäuten mit eigenen Endothelzellen nach einfacher

Hematoxillin Färbung (a) und nach Hematoxillin-Eosine Färbung (b). während das korneale

Endothel (schwarze Pfeile) aus einem Monolayer besteht, ist das Epithel (weiße Pfeile)

mehrschichtig aufgebaut. (Balkenlänge entspricht 150 µm)
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Abbildung 4.5: Descemet Membran mit anheftenden Endothelzellen einer Spenderhornhaut. Die

Descemet Membran wurde unter einem Operationsmikroskop, mit Hilfe feiner Pinzetten

von der Spenderhornhaut entfernt. Die Endothelzellen sind deutlich auf der klaren Membran

zu erkennen. (Balkenlänge entspricht 50µm)

4.3 Nachweis von Integrin �1

Integrin �1 wurde mit Hilfe monoklonaler Antikörper im kornealen Endothel kultivierter

Spenderhornhäute nachgewiesen. Einerseits wurden für die Färbungen isolierte

Descemet Membranen mit Endothel verwendet, um die Verteilung von Integrin �1

innerhalb des Zellverbandes zu untersuchen (Abbildung 4.6), andererseits wurden

Querschnitte von Spenderhornhäuten verwendet, um den Bereich der Anheftung der

Endothelzellen an die Descemet Membran darzustellen (Abbildung 4.7). Nach den

Färbungen zeigte sich, dass Integrin �1 innerhalb des Endothelverbandes gleichmäßig

verteilt vorkommt. Auch auf den Querschnitten erschienen alle Bereiche der

Zellmembran gefärbt. Integrin �1 ist also nicht ausschließlich auf den Bereich der

Zellmembran beschränkt der direkt in Kontakt mit der Descemet Membran steht.
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Abbildung 4.6: Immunhistochemischer Nachweis von Integrin �1 in kornealen Endothelzellen einer

kultivierten Spenderhornhaut. Die Zellen wurden auf der isolierten Descemet Membran

gefärbt, d. h. vor der Färbung wurde das Endothel zusammen mit der Descemet

Membran von der Hornhaut entfernt. Es ist zu sehen, dass Integrin �1 innerhalb des

Endothelverbandes gleichmäßig verteilt vorkommt. (Balkenlänge entspricht 25 µm)

Abbildung 4.7: Immunhistochemischer Nachweis von Integrin �1 in einem Querschnitt durch eine

Spenderhornhaut. Die Endothelschicht wies eine deutliche Färbung auf, während das

darunter befindliche Stroma keine Färbung zeigte. Das Epithel, das ebenfalls eine

Färbung aufwies, ist in der Abbildung nicht mit dargestellt.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)

Expression von Integrin �1 wurde auch während der Kultivierung humaner kornealer

Endothelzellen untersucht. Expression dieses Proteins erfolgte sowohl während der

exponentiellen Wachstumsphase (Abbildung 4.8), als auch nach Ausbildung eines

konfluenten Zelllayers (Abbildung 4.9). Nach den Färbungen zeigte sich, dass Integrin

�1 sowohl in Primärkulturen als auch in der SV40 transfizierten Endothelzelllinie relativ

gleichmäßig verteilt vorkommt. Nur in den konfluenten Kulturen erschien die Färbung

in den interzellulären Bereich intensiver.
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Abbildung 4.8: Immunhistochemischer Nachweis von Integrin �1 in einer Primärkultur humaner

kornealer Endothelzellen (a) und in SV40 transfizierten Endothelzellen (b) vier Tage

nach dem Passagieren der Zellen, also innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase der

Zellen. (Balkenlänge entspricht 50 µm).

Abbildung 4.9: Immuncytochemischer Nachweis von Integrin �1 in einer Primärkultur humaner

kornealer Endothelzellen (a) und in der SV40 transfizierten Endothelzelllinie (b) 14 Tage

nach dem Passagieren der Zellen, also nach Ausbildung eines geschlossenen

Zellverbandes. Es ist zu sehen, dass nach Ausbildung eines konfluenten Zelllayers die

relativ gleichmäßige Verteilung innerhalb der Zellen erhalten bleibt. Jedoch erscheint die

Färbung in den interzellulären Bereichen etwas intensiver.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)

In der Zellkultur wurde auch die Expression von Integrin-Komplexen bestehend aus Integrin

�1 und Integrin �2 bzw. �3 untersucht. Nach den Färbungen zeigte sich, dass Integrin �2�1 und

Integrin �3�1 sowohl in Primärkulturen (Abbildung 4.10 und 4.11) als auch in den SV40

transfizierten Endothelzellen (Abbildung 4.12 und 4.13) gleichmäßig verteilt vorkommen.
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Abbildung 4.10: Immuncytochemischer Nachweis von Integrin �2�1 in einer Primärkultur humaner

kornealer Endothelzellen 7 Tage nach dem Umsetzen der Zellen.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)

Abbildung 4.11: Immuncytochemischer Nachweis von Integrin �3�1 in einer Primärkultur von

Endothelzellen 7 Tage nach dem Umsetzen der Zellen. (Balkenlänge entspricht 50 µm)
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Abbildung 4.12: Immuncytochemischer Nachweis von Integrin �2�1 in der SV40 transfizierten

Endothelzelllinie. (Balkenlänge entspricht 50 µm)

Abbildung 4.13: Immuncytochemischer Nachweis von Integrin �3�1 in der SV40 transfizierten

Endothelzelllinie. (Balkenlänge entspricht 50 µm)

Die Expression von Integrin �1 wurde auch nach Zelltransplantation untersucht.

Kultivierte humane korneale Endothelzellen wurden auf Spenderhornhäute ohne eigenes

Endothel transplantiert und anschließend drei Wochen lang in Organkultur kultiviert.

Anschließend wurden von diesen Hornhäuten Querschnitte angefertigt und für

immunhistochemische Färbungen verwendet. Dabei zeigte sich, dass die

transplantierten Zellen eine ähnliche Färbung aufwiesen (Abbildung 4.14), wie sie

schon bei Spenderhornhäuten mit eigenem Endothel beobachtet wurde (Abbildung 4.6

und 4.7)
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Abbildung 4.14: Immunhistochemischer Nachweis von Integrin �1 in SV40 transfizierten humanen

kornealen Endothelzellen nach Transplantation dieser Zellen auf Spenderhornhäute.

Auch hier erschienen alle Bereiche der Endothelzellen gefärbt.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)

4.4 Nachweis von ZO-1

Das Protein ZO-1 wurde mit Hilfe eines monoklonalen Antikörpers im kornealen

Endothel kultivierter Spenderhornhäute nachgewiesen. Da das Hornhautstroma durch

das Färbeverfahren eintrübt und somit eine mikroskopische Auswertung erschwert wird,

wurden vor Beginn der Färbungen die Descemet Membranen mitsamt dem Endothel

von der Hornhaut abpräpariert. Nach Durchführung der immunhistochemischen

Färbungen trat ein positives Signal zwischen den Endothelzellen an den

Interzellulargrenzen auf (Abbildung 4.15).

Abbildung 4.15: Immunhistochemischer Nachweis von ZO-1 in kornealen Endothelzellen einer kultivierten

Spenderhornhaut. Die Descemet Membran wurde vor der Färbung abgezogen. Es wurde eine

Gegenfärbung mit Hematoxillin durchgeführt, um die Zellkerne besser zu erkennen. Es ist zu

sehen, dass das Protein ZO-1 in den interzellulären Verbindungen der Endothelzellen der

Spenderhornhäute vorkommt. (Balkenlänge entspricht 50 µm)
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Expression von ZO-1 wurde auch während der Kultivierung humaner kornealer

Endothelzellen untersucht. Nach den Färbungen zeigte sich, dass das Protein ZO-1 auch

in Kulturen der SV40 transfizierten Endothelzelllinie in den interzellulären

Verbindungen der Zellen nachweisbar war, jedoch erst, nachdem die Zellen Konfluenz

erreicht hatten, d.h. 14 Tage nach dem Umsetzen der Zellen (Abbildung 4.16).

Abbildung 4.16: Immuncytochemischer Nachweises von ZO-1 in einer Kultur der SV40 transfizierten

Endothelzelllinie 14 Tage nach dem Umsetzen der Zellen. Es wurde eine

Gegenfärbung mit Hämatoxilin durchgeführt, um die Zellkerne besser zu erkennen.

Auch in der Zellkultur erscheint die Färbung wie bei dem Endothel der

Spenderhornhäute vorwiegend an den Zellverbindungen.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)

Die Expression von ZO-1 wurde auch nach Zelltransplantation untersucht. Kultivierte

humane korneale Endothelzellen wurden auf Spenderhornhäute ohne eigenes Endothel

transplantiert und anschließend drei Wochen lang in Organkultur konserviert.

Anschließend wurden die Hornhäute für immunhistochemische Färbungen verwendet.

Einerseits wurden die Zellen direkt auf den Hornhäuten gefärbt (Abbildung 4.17), da

das Abziehen der Descemet Membran von den Hornhäuten mit transplantierten

Endothelzellen zu einem vollständigen Ablösen der Zellen führte, andererseits wurden

Querschnitte von Hornhäuten verwendet (Abbildung 4.18). In beiden Fällen zeigte sich,

dass die transplantierten Zellen eine ähnliche Färbung aufwiesen wie sie schon bei

Spenderhornhäuten mit eigenem Endothel beobachtet wurde.
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Abbildung 4.17: Immunhistochemischer Nachweis von ZO-1 im Zellverband SV40 transfizierter

humaner kornealer Endothelzellen nach Transplantation dieser Zellen auf

Spenderhornhäute. Die Abbildung zeigt eine Aufsicht auf das neugebildete Endothel.

Da das Abziehen der Descemet Membran von den Hornhäuten mit transplantierten

Endothelzellen zu einem vollständigen Ablösen der Zellen führte, wurden die Zellen

auf den Hornhäuten gefärbt. Aufgrund der Trübung des Hornhautstromas im Laufe

der immunhistochemischen Färbung ist das Endothel nur sehr verschwommen

darstellbar. Dennoch ist zu erkennen, dass die Färbung vorwiegend in dem

interzellulären Bereich auftrat.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)

Abbildung 4.18: Immunhistochemischer Nachweis von ZO-1 in SV40 transfizierten humanen

kornealen Endothelzellen nach Transplantation dieser Zellen auf Spender-

hornhäute. Die Färbung wurde an einem Kryoschnitt durchgeführt. Die teilweise

Ablösung der Zellen von der Descemet Membran geht auf den Färbevorgang

zurück.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)
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4.5 Färbungen mit dem Antikörper 9.3.E

Der gegen humane korneale Endothelzellen gerichtete monoklonale Antikörper 9.3.E

wurde von Engelmann etabliert. Dieser Antikörper bindet an humane kultivierte

Endothelzellen in situ sowie in der Zellkultur und zwar an ein 130 kDa Protein, (Foets

et al. 1992, Engelmann et al., 2001). Um die Verteilung dieses nicht näher

charakterisierten Proteins innerhalb des Zellverbandes zu untersuchen, wurden isolierte

Descemet Membranen mitsamt Endothel immunhistochemisch unter Verwendung des

Antikörpers 9.3.E. untersucht (Abbildung 4.19). Außerdem wurden Querschnitte von

Spenderhornhäuten für derartige Färbungen verwendet, um den Bereich der Anheftung

der Endothelzellen an die Descemet Membran zu untersuchen (Abbildung 4.20). Nach

den Färbungen zeigte sich, dass dieses Protein in allen Zellen des Endothelverbandes

vorkommt. Auch auf den Querschnitten erschienen alle Endothelzellen gefärbt.

Abbildung 4.19: Immunhistochemische Färbung der kornealer Endothelzellen einer kultivierter

Spenderhornhaut mit dem Antikörper 9.3.E. Die Descemet Membran wurde vor der

Färbung abgezogen, damit die Endothelzellen besser sichtbar sind. Es ist zu sehen,

dass alle Endothelzellen eine Färbung aufweisen.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)
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Abbildung 4.20: Immunhistochemische Färbung der kornealer Endothelzellen in einem Querschnitt

einer kultivierter Spenderhornhaut mit dem Antikörper 9.3.E. Es ist zu sehen, dass alle

Endothelzellen gefärbt sind. (Balkenlänge entspricht 50 µm)

Expression dieses Proteins wurde auch während der Kultivierung humaner kornealer

Endothelzellen untersucht. Nach den Färbungen zeigte sich, dass dieses Protein sowohl

in allen Zellen sowohl der Primärkulturen als auch der SV40 transfizierten

Endothelzelllinie vorkommt. Expression dieses Proteins wurde sowohl vier Tage nach

dem Umsetzen der Zellen, also während der exponentiellen Wachstumsphase

(Abbildung 4.21) als auch 14 Tage nach dem Umsetzen, also nach Ausbildung eines

konfluenten Zelllayers nachgewiesen (Abbildung 4.22). In den konfluenten Zellen

erschien die Färbung in den interzellulären Bereichen intensiver.

Abbildung 4.21: Immuncytochemische Färbung mit dem Antikörper 9.3.E. Sowohl in der Primärkultur

humaner kornealer Endothezellen als auch in der Kultur der SV40 transfizierten

Endothelzelllinie wiesen alle Zellen eine deutliche Färbung auf. Die Färbungen

wurden 4 Tage nach dem Umsetzen der Zellen, also innerhalb der exponentiellen

Wachstumsphase durchgeführt.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)



31

Abbildung 4.22: Immuncytochemischer Färbung mit dem Antikörper 9.3.E durchgeführt in einer

Primärkultur humaner kornealer Endothezellen und in einer SV40 transfizierten

Endothelzelllinie 14 Tage nach dem Umsetzen der Zellen. Es ist zu sehen, dass auch

nach Ausbildung eines konfluenten Zelllayers alle Zellen eine Färbung aufwiesen In

den konfluenten Bereichen erschien die Färbung in dem interzellulären Bereich

intensiver.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)

Auch Querschnitte von Spenderhornhäuten mit transplantierten Zellen wurden mit dem

Antikörper 9.3.E immunologisch untersucht. Dabei zeigte sich, dass die transplantierten

Zellen eine ähnliche Färbung aufwiesen (Abbildung 4.23), wie sie schon bei

Spenderhornhäuten mit eigenem Endothel beobachtet wurde.

Abbildung 4.23: Immunhistochemische Färbung mit dem Antikörper 9.3.E von transfizierten humanen

kornealen Endothelzellen nach Transplantation dieser Zellen auf Spenderhornhäute.

Auch hier erschienen alle Endothelzellen gefärbt.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)
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4.6 Nachweis der Zellproliferation und Kontaktinhibition

Die Proliferation der SV40 transfizierten kornealen Endothelzellen wurde auf zwei

unabhängige Arten untersucht. Zum einen durch den immuncytochemischen Nachweis

des Einbaus des Thymidin Analogons BrdU in neu synthetisierte DNS. Zum anderen

durch den immuncytochemische Nachweis der Expression von Ki67, einem Protein, das

mit der Zellproliferation assoziiert ist. Färbungen wurden 4 Tage nach dem Umsetzen

der Zellen, also während der exponentiellen Wachstumsphase, sowie 14 Tage nach dem

Umsetzen der Zellen, also nach Ausbildung eines konfluenten Zelllayers, durchgeführt.

Bezüglich des Einbaus von BrdU in neusynthetisierte DNS ergab sich folgendes

Ergebnis. Nach Zugabe von BrdU zum Kulturmedium subkonfluenter Kulturen wies

nach der anschließenden immuncytochemischen Färbung die Mehrzahl der Zellen eine

deutliche Färbung des Zellkernes auf (Abbildung 4.24a). Diese Proliferationsaktivität

hielt auch noch bei Erreichen der Konfluenz an. Wurden hingegen Kulturen untersucht,

die schon einige Tage zuvor Konfluenz erreicht hatten, so führte eine gleichlange

Inkubation mit BrdU nur in wenigen Zellen zu einem Einbau in die DNS (Abbildung

4.24b). Diese Kulturen waren nicht nur gekennzeichnet durch eine vollständige

Bedeckung der Kulturschalenoberfläche mit Zellen, sondern auch durch eine deutlich

geringere Zellgröße als in subkonfluenten Kulturen oder Kulturen, die kurz zuvor

Konfluenz erreicht hatten.
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Abbildung 4 24: Einbau von BrdU in subkonfluente (a) und konfluente (b) Kulturen SV40 transfizierter

humaner kornealer Endothelzellen. Dem Medium der Kulturen wurde am 3 Tag (a)

bzw. am 13 Tag (b) nach Aussaat der Zellen BrdU zugefügt. Nach weiteren 36 h

wurden die Zellen fixiert und der Einbau von BrdU mit Hilfe eines monoklonalen

Antikörpers nachgewiesen. Während der größte Teil der Zellkerne der subkonfluenten

Kultur (a) eine Färbung aufwies, wurden in der konfluenten Kultur (b) nur vereinzelt

gefärbte Zellkerne beobachtet. Einige gefärbte Zellkerne sind durch Pfeile markiert.

(Balkenlänge entspricht 100 µm).



34

Ein vergleichbares Ergebnis wurde beim Nachweis des Proliferationsmarkers Ki67 in

den kultivierten SV40-transfizierten humanen kornealen Endothelzellen gefunden. Auch

bei diesen Untersuchungen wiesen fast alle Zellkerne der subkonfluenten Kulturen eine

Färbung auf (Abbildung 4.25a) während in den konfluenten Kultur nur vereinzelt

gefärbte Zellkerne beobachtet (Abbildung 4.25b)

Abbildung 4.25: Expression von Ki67 in subkonfluenten (a) und konfluenten (b) Kulturen humaner

kornealer Endothelzellen. Während fast alle Zellkerne subkonfluenter Kulturen (a)

eine Färbung aufwiesen, wurden in konfluenten Kulturen (b) nur vereinzelt gefärbte

Zellkerne beobachtet. Einige gefärbte Zellkerne sind durch Pfeile markiert.

(Balkenlänge entspricht 100 µm).
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4.7 Proliferation humaner kornealer Endothelzellen in situ

Die Proliferation humaner kornealer Endothelzellen wurde nicht nur in der Zellkultur,

sondern auch in situ untersucht, das heißt in humanen kornealen Endothelzellen, die

sich noch auf ihrer ursprünglichen Descemet Membran befanden. Es wurden, wie bei

den kultivierten Zellen, sowohl der Einbau des Thymidin Analogons 5-Bromo-2´-

deoxy-uridin in neu synthetisierten DNS als auch die Expression des mit der

Proliferation assoziierten Proteins Ki67 untersucht. Wie im Kapitel 3.5 beschrieben,

wurden sowohl Skleralringe als auch ganze Spenderhornhäute, die nicht für eine

Keratoplastik geeignet waren, verwendet. Die Descemet Membranen wurden vor den

Färbungen abgezogen, damit die Endothelzellen besser sichtbar sind.

Zunächst wurde das noch verbliebene Endothel von 4 Skleralringen auf den Einbau von

BrdU untersucht. Dabei zeigte sich, dass in allen vier Präparaten ein Einbau von BrdU

in korneale Endothelzellen nachgewiesen werden konnte (Tabelle 4.1, Abbildung 4.26).

Die positiven Zellen waren innerhalb des Endothels ungleichmäßig verteilt. Außerdem

konnte die Descemet Membran nicht immer vollständig gewonnen werden, so dass eine

prozentuale Angabe der proliferierenden Zellen nicht möglich war.

Skleralring
Nr.

Kulturdauer
vor OP
[Tage]

BrdU-
positive
Zellen

Spender-
alter

[Jahre]

Pm-Zeit
[h]

Endotzhelzelldichte
vor OP

[Zellen / mm2]
1 14 ja 82 20 2100
2 15 ja 82 22 2400
3 16 ja 57 -- 2200
4 20 ja 82 22 2200

Tabelle 4.1: Einbau von BrdU in korneale Endothelzellen von Skleralringen. Es wurden vier Skleralringe

von Spenderhornhäuten untersucht, die vor der Verwendung zur Transplantation zwischen

14 und 20 Tage kultiviert worden waren. Im Endothel aller vier Skleralringe konnten Zellen

nachgewiesen werden, in denen während der Inkubationszeit mit BrdU ein Einbau von BrdU

in neusynthetisierte DNS stattgefunden hatte.
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Abbildung 4.26: Nachweis der Zellproliferation durch den Einbau von BrdU in humane korneale

Endothelzellen eines Skleralringes. Die Descemet Membran wurde vor den Färbungen

abgezogen, damit die Endothelzellen besser sichtbar sind. Einige gefärbte Zellkerne

sind durch Pfeile markiert (Balkenlänge entspricht 50 µm).

Bei der Analyse der Expression von Ki67 in Endothelzellen von Skleralringen ergab sich

ein analoges Ergebnisse. Auch hier konnten im Endothel aller vier untersuchten

Skleralringe positive Zellen nachgewiesen werden (Tabelle 4.2, Abbildung 4.27). Die

Verteilung dieser positiven Zellen innerhalb des Endothels war ebenfalls nicht einheitlich.

Skleralring
Nr.

Kulturdauer
vor OP
[Tage]

Ki67 positive
Zellen

Spender-
alter

[Jahre]

Pm-
Zeit
[h]

Endothelzelldichte
vor OP

[Zellen / mm2]
5 8 ja 70 -- 2000

6 7 ja 65 62 2600

7 8 ja 73 66 2400

8 9 ja 58 61 2300

Tabelle 4.2: Expression des Proliferation-assozierten Proteins Ki 67 in Endothelzellen von Skleralringen.

In allen vier untersuchten Skleralringen wurden immuncytochemisch korneale Endothel-

zellen nachgewiesen, die das Protein Ki67 exprimierten.
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Abbildung 4.27: Expression von Ki67 in einem Skleralring. Die Descemet Membran wurde vor den

Färbungen abgezogen, damit die Endothelzellen besser sichtbar sind. . Einige gefärbte

Zellkerne sind durch Pfeile markiert (Balkenlänge entspricht 50 µm).

Auch bei der Analyse des Endothels von Spenderhornhäuten, die nicht für eine

Keratoplastik geeignet waren, wurden in 10 von 12 untersuchten Hornhäuten im

Randbereich des Endothels Zellen nachgewiesen, die BrdU in neusynthetisierte DNS

eingebaut hatten (Tabelle 4.3). Im Endothel des Zentrums der Hornhäute wurde jedoch

in keinem Fall ein Einbau von BrdU gefunden (Tabelle 4.3). Auch bei dieser

Untersuchung waren die positiven Zellen nicht gleichmäßig im Endothel der Hornhäute

verteilt (Abbildung 4.28 und 4.29).
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Tabelle 4.3: Untersuchungen zur Proliferation humaner kornealer Endothelzellen in Abhängigkeit von

deren Position auf der Spenderhornhaut durch den Nachweis des Einbaus von BrdU. Die

Descemet Membranen von 12 Spenderhornhäute wurden vor der Inkubation mit BrdU mit

Trepanen von 6,5 und 9,0 Millimeter Ø in drei Zonen unterteilt: äußere Peripherie (ÄP),

mittlere Peripherie (MP) und Zentrum (Z). Bei keiner der untersuchten Hornhäute wurden

angefärbte Zellen im Zentrum der Hornhaut (Zone bis zu einer Entfernung von 6,5 mm

vom Hornhautmittelpunkt) gefunden (-). In 4 Hornhäuten wurden in der mittleren

Peripherie (Zone zwischen 6,5 und 9,0 mm vom Hornhautmittelpunkt) und in 8 Hornhäute

in der äußeren Peripherie (Entfernung größer als 9,0 mm vom Hornhautmittelpunkt)

positive Zellen nachgewiesen (+). In zwei Hornhäuten (Hornhäute 5 und 8) zeigten die

beiden äußeren Zonen positive Zellen und bei zwei weiteren (Hornhäute 3 und 4) konnten

keine positiven Zellen nachgewiesen werden. Von einigen Zonen konnten keine Descemet

Membranen mit Endothelzellen isoliert werden (*).

HH-Nr. Kulturdauer
[Tage]

Positive Zellen in der
ÄP MP Z

Spenderalter
[Jahre]

Pm-Zeit
[h]

1 7 + - - 86 21
2 5 + - - 62 44
3 30 - - - 80 85
4 23 - - - 67 47
5 15 + + - 62 2
6 27 + - - 76 22
7 26 + - - 62 23
8 12 + + - 82 23
9 29 + * - 76 64

10 5 + - - 88 99
11 12 - + * 82 23
12 6 * + * 71 180
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Abbildung 4.28: Nachweis des Einbaus von BrdU in Endothelzellen der mittlere Peripherie (Zone zwischen 6,5

und 9,0 mm vom Zentrum der Hornhaut) von zwei Spenderhornhäute Die Descemet Membranen

wurden vor den Färbungen abgezogen, damit die Endothelzellen besser sichtbar sind. In einigen

Fällen waren zahlreiche proliferierende Zellen (a) und in anderen Fällen nur vereinzelt

proliferierende Zellen zu sehen. Einige gefärbte Zellkerne sind durch Pfeile markiert.

(Balkenlänge entspricht 50 µm)

Abbildung 4.29: Nachweis der Zellproliferation durch den Einbau von BrdU in korneale Endothelzellen

der äußeren Peripherie von zwei Spenderhornhäute .Die Descemet Membranen wurden

vor den Färbungen abgezogen, damit die Endothelzellen besser sichtbar sind. Einige

gefärbte Zellkerne sind durch Pfeile markiert. (Balkenlänge entspricht 50 µm)
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Diskussion

In Deutschland werden jährlich etwa 4000 Keratoplastiken durchgeführt, wobei die

Tendenz steigend ist (Sundmacher und Reinhard 2001). Daraus resultiert eine erhöhte

Nachfrage an Spenderhornhäuten. Schon vor Jahrzehnten wurden die ersten

Hornhautbanken gegründet, um eine ausreichende Versorgung der Patienten mit

Spenderhornhäuten zu gewährleisten (Paton 1968). In Hamburg wurde 1982 eine

Hornhautbank eingerichtet in der die zuvor übliche Konservierung bei 4°C durch die

Langzeitkultivierung bei 37°C ersetzt wurde (Böhnke 1991; Engelmann et al. 1992).

Heute ist die Langzeitkultivierung in Europa die bevorzugte Kultivierungsmethode für

Spenderhornhäute (Directory of the European Eye Bank Association). Vor der

Transplantation von Spenderhornhäuten wird sichergestellt, dass diese den von der

European Eye Bank Association bzw. Der Arbeitsgemeinschaft Deutscher

Hornhautbanken vorgeschriebenen Qualitätsanforderungen genügen (Richtlinien zum

Führen einer Hornhautbank 2000). Zu diesen Qualitätsanforderungen zählt unter

anderem die Anwesenheit einer geschlossenen Endothelschicht mit einer Zelldichte von

mindestens 2000 Zellen pro mm2. Gerade dieses Kriterium wird von etwa 30% der

Hornhäute nicht erfüllt, so dass sie wegen zu geringer Endothelzelldichte nicht zur

Keratoplastik freigegeben werden. Die bisherigen Versuche, die Endothelzelldichte von

Spenderhornhäuten während der Kultivierung durch Zugabe von Wachstumsfaktoren zu

erhöhen, waren nicht erfolgreich (Schultz 1992; Barisani-Asenbauer 1997).

An der Hornhautbank Hamburg wurde daher ein Verfahren entwickelt, mit dem

kultivierte korneale Endothelzellen auf Spenderhornhäute mit zu geringer

Endothelzelldichte transplantiert werden können (Engelmann et al. 1993, 1999). Im

Rahmen dieser Arbeit sollten Informationen zur Anheftung der transplantierten Zellen

an die Descemet Membran, zur Kontaktinhibition nach Ausbildung eines Monolayers

und zur Ausbildung interzellulärer Kontakte gewonnen werden.

Für die Zellanheftung stellen Integrine die wichtigste Klasse von Molekülen dar. Sie

fördern sowohl die Anheftung der Zellen an die extrazelluläre Matrix als auch die

Ausbildung interzellulärer Verbindungen und sind darüber hinaus als Rezeptoren an der

Signalübertragung beteiligt (Hynes 1992; Ruoslahti 1996). Integrin �1 bildet mit

verschiedenen Integrinen vom Typ alpha Komplexe, die Rezeptoren für Kollagen,

Laminin oder Fibronektin darstellen. So kann Integrin �2�1 sowohl an Kollagen als auch

an Laminin binden (Languino et al. 1989; Elices u. Hemler 1989). Kollagene,
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Fibronektin und Laminin sind Bestandteile der extrazellulären Matrix humaner

kornealer Endothelzellen. Auch Integrin �3�1 stellt einen Laminin-Rezeptor dar

(Gehlsen et al. 1989, 1992) dessen Beteiligung an der Anheftung von immortalisierten

kornealen Epithelzellen nachgewiesen wurde (Filenius et al. 2001).

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Integrinkomplexe �2�1 und �3�1 auch in den

transfizierten humanen kornealen Endothelzellen exprimiert werden. Eine Beteiligung

dieser Rezeptoren könnte die schnelle Anheftung erklären, die nach Transplantation

dieser Zellen auf Spenderhornhäute beschrieben wurde (Aboalchamat et al. 1999). Eine

Beteiligung dieser Integrinkomplexe an der Anheftung humaner kornealer

Endothelzellen wurde weiterhin durch den Nachweis von Integrin �1 in den

transplantierten kornealen Endothelzellen sowie in den Endothelzellen normaler

Spenderhornhäute unterstützt. Dennoch ist die Anheftung der transplantierten kornealen

Endothelzellen auch vier Wochen nach der Transplantation nicht so fest, wie bei

normalen kornealen Endothelzellen. Dies zeigte sich darin, dass bei normalen

Spenderhornhäuten die Descemet Membran mechanisch vom Stroma entfernt werden

konnte, ohne dass es zu einer vollständigen Ablösung der Endothelzellen kam. Bei

Spenderhornhäuten mit transplantierten kornealen Endothelzellen führte die

mechanische Ablösung der Descemet Membran immer auch zu einem vollständigen

Ablösen der Endothelzellen von der Descemet Membran.

Neben einer verringerten Anheftung der Zellen an die Descemet Membran können auch

fehlende oder nur in geringerem Ausmaß ausgeprägte interzelluläre Verbindungen für

den vollständigen Verlust der Endothelzellen beim mechanischen Abpräparieren der

Descemet Membran mit verantwortlich sein.

Die wichtigsten interzellulären Kontakte des kornealen Endothels sind tight junctions,

die als charakteristische Komponente das Protein ZO-1 enthalten (Joyce et al. 1998;

Petroll et al. 2001). Diese Kontakte dienen als Barriere gegen die Passage von Stoffen

durch die Interzellularspalten. Wie die Untersuchungen dieser Arbeiten gezeigt haben,

ist dieses Protein auch in der SV40 transfizierten Endothelzelllinie nachweisbar. Die

Beobachtungen, dass dieses Protein nur von Zellen konfluenter Kulturen gebildet wurde

und nur in Bereichen benachbarter Zellen nachweisbar war, deuten auf die Bildung von

tight junctions hin. Der Nachweis kompletter tight junctions kann jedoch nur durch die

im Anschluss an diese Arbeit geplanten elektronenmikroskopischen Untersuchungen

erbracht werden.
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Die Ausbildung von tight junctions scheint auch nach der Transplantation kultivierter

kornealer Endothelzellen auf Spenderhornhäute zu erfolgen, da auch in dem von den

transplantierten Endothelzellen gebildetem, geschlossenem Endothel das Protein ZO-1

nachweisbar war. Das nach immunhistochemischer Färbung auftretende Muster

entsprach demjenigen, das im Rahmen dieser Arbeit auch an humanen

Spenderhornhäuten gefunden wurde und das auch von anderen Arbeitsgruppen

beschrieben worden ist (Senoo et al. 2000). Aber auch in diesem Fall ist ein eindeutiger

Nachweis nur durch elektronenmikroskopische Untersuchungen möglich.

Neben der Ausbildung von tight junctions ist eine starke Kontaktinhibition ein typisches

Merkmal für korneale Endothelzellen. Zellteilungen innerhalb des Endothels humaner

Hornhäute wurden nur gelegentlich und als seltenes Ereignis beschrieben (Treffers

1982; Laing et al. 1984; Couch et al. 1987). Selbst im Falle von Wundheilungen wird

die zur Verfügung stehende Oberfläche bevorzugt durch Zellvergrößerungen als durch

Zellteilungen bedeckt, wobei interzelluläre Kontakte erhalten bleiben (Petroll et al.

2001). Diese starke Kontaktinhibition mag auch dafür verantwortlich sein, dass bei

vorangegangenen Versuchen zur Transplantation kultivierter humaner kornealer

Endothelzellen nur Zelldichten von unter 2000 Zellen/mm2 erreicht wurden (Engelmann

et al. 1993, 1999). Auch in einer neueren Studie, bei der humane korneale

Endothelzellen aus Primärkulturen oder der ersten Passage zur Transplantation

verwendet wurden, erreichte die Zelldichte des neu gebildeten Endothels nur 1500 bis

2100 Zellen pro mm2 (Chen et al. 2001). Zellen höherer Passagen wurden in dieser

Arbeit nicht zur Transplantation verwendet, da diese schon in der Zellkultur deutlich

geringere Zelldichten aufwiesen. Die Tendenz der humanen kornealen Endothelzellen,

die zur Verfügung stehende Oberfläche vorwiegend durch Größenzunahme und nicht

durch Zellteilungen zu bedecken, wurde auch in Wundheilungsstudien beobachtet

(Treffers 1982; Petroll et al. 2001).

Bei den SV40-transfizierten humanen kornealen Endothelzellen scheint dagegen die

Proliferationsaktivität gegenüber der Tendenz zur Größenzunahme zu überwiegen.

Daher wurden in den konfluenten Kulturen Zelldichten bis zu 4000 Zellen pro mm2

gemessen. Erst nach mehrtägiger Konfluenz und nach Erreichen dieser hohen

Endothelzelldichte nahm die Proliferation, wahrscheinlich aufgrund der

Kontaktinhibition, ab. Dies erklärt auch, warum bei vorangegangenen

Transplantationsversuchen mit den SV40-transfizierten kornealen Endothelzellen

deutlich höhere Endothelzelldichten erreicht wurden als mit normalen kornealen
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Endothelzellen (Aboalchamat et al. 1999). Leider war es mit den zur Verfügung

stehenden Mitteln nicht möglich, diese Kontaktinhibition nach Zelltransplantation direkt

nachzuweisen. Eine immunhistochemische Färbung der transplantierten Zellen auf der

Spenderhornhaut führte zu einer Eintrübung des Hornhautstromas, so dass eine

anschließende mikroskopische Untersuchung keine eindeutigen Ergebnisse brachte. Wie

schon oben erwähnt, kam es beim Abziehen der Descemet Membran vor oder im

Anschluss an eine immunhistochemische Färbung regelmäßig zum Ablösen der

transplantierten Zellen von der Descemet Membran.

Die bisherigen Ergebnisse zur Transplantation humaner kornealer Endothelzellen haben

ergeben, dass das Erreichen einer hohen Zelldichte nach Transplantation von der

Verwendung proliferationsfähiger Zellen abhängt. Eine frühere Beobachtung hatte

gezeigt, dass nur die aus dem Randbereich humaner Spenderhornhäute isolierten

Endothelzellen in vitro Proliferation aufwiesen, nicht jedoch die Endothelzellen aus

dem Zentrum humaner Spenderhornhäute (Bednarz et al. 1998). Nach Transplantation

auf Endothelzell-freie Spenderhornhäute reagierten die aus dem Zentrum isolierten

Endothelzellen mit Zellvergrößerung, wiesen aber keine Anzeichen von Proliferation

auf, während die aus der Peripherie isolierten Endothelzellen deutlich kleiner waren und

Anzeichen von Proliferation zu erkennen waren (Bednarz et al. 1997). Die Ursache für

diesen Unterschied im Proliferationsverhalten ist noch ungeklärt. Darüber hinaus konnte

dieser Unterschied bisher nur nach Isolierung der Zellen beobachtet werden. Solange

die Endothelzellen auf der Descemet Membran verankert waren, war auch in der

Hornhautperipherie keine Proliferationsaktivität im Endothel zu beobachten. In dieser

Arbeit konnte gezeigt werden, dass zumindest in einem Teil der peripheren

Endothelzellen Proliferation induzierbar, oder die Kontaktinhibition unterdrückbar ist,

ohne dass die Zellen wie bei vorangegangenen Untersuchungen von der Descemet

Membran abgelöst werden müssen. Der zugrunde liegende Mechanismus bleibt jedoch

nach wie vor ungeklärt und ist Gegenstand weiterer Untersuchungen. Die hier

dargestellten Ergebnisse unterstützen die schon früher geäußerte Hypothese, nach der

im Randbereich humaner Hornhäute Vorläuferzellen für das korneale Endothel

existieren (Bednarz et al. 1998). Ziel ist es, derartige Vorläuferzellen zu isolieren,

kultivieren und aufzureinigen. Diese Zellfraktion könnte möglicherweise eine deutlich

höhere Proliferationsaktivität aufweisen als die bisher etablierten Kulturen humaner

kornealer Endothelzellen, die nach der oben genannten Hypothese eine Mischung aus

Vorläuferzellen und ausdifferenzierten, nicht mehr proliferierenden Zellen enthalten.
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Wie die Transplantationsversuche mit SV40 transformierten humanen kornealen

Endothelzellen gezeigt haben, lässt eine erhöhte Proliferationsaktivität auch eine

höhere Zelldichte nach Transplantation auf Spenderhornhäute erwarten. Damit besteht

in Zukunft vielleicht die Möglichkeit, Hornhauttransplantate mit unzureichendem

Endothel durch Transplantation von kultivierten humanen kornealen Endothelzelln mit

einem Endothel hoher Zelldichte auszustatten und die Hornhäute dadurch für

Transplantationszwecke nutzbar zu machen. Dies würde zu einer deutlichen Erhöhung

der Anzahl der zur Verfügung stehenden Hornhauttransplantate führen und damit zu

einer Verbesserung der Patientenversorgung beitragen.
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6. Zusammenfassung

In vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass die Transplantation kultivierter

humaner kornealer Endothelzellen auf Spenderhornhäute zur Ausbildung eines neuen

Endothels führt. In Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Anheftung, zur

Kontaktinhibition und zur Ausbildung intrazellulärer Kontakte sowohl in den kultivier-

ten als auch in den transplantierten Zellen durchgeführt. Bezüglich der Zellanheftung

deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die Bindung der transplantierten

Zellen an die Descemet Membran der Spenderhornhäute durch Integrinkomplexe unter

Beteiligung von Integrin �1 vermittelt wird. Als Marker für die Ausbildung inter-

zellulärer Kontakte wurde die Expression des Proteins ZO-1, einer charakteristischen

Komponente der tight junctions untersucht. Dieses Protein wurde sowohl in konfluenten

Zellkulturen, aber auch in dem neu gebildeten Endothel nach Transplantation der

kultivierten Endothelzellen auf Spenderhornhäute nachgewiesen. Die Verteilung dieses

Proteins entsprach dabei derjenigen im Endothel normaler Spenderhornhäute.

Ein weiteres Merkmal kornealer Endothelzellen ist ihre starke Kontaktinhibition. Diese

Kontaktinhibition ist die Ursache dafür, dass im Endothel humaner Hornhäute keine

oder kaum Zellproliferation nachweisbar ist. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass diese

Kontaktinhibition selbst in den stark proliferierenden SV40 transfizierten kornealen

Endothelzellen auftritt. Ferner konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass in

einigen Endothelzellen der Hornhautperipherie diese Kontaktinhibition nach Trepana-

tion des Hornhautzentrums aufgehoben ist und diese Zellen zu proliferieren beginnen,

obwohl sie sich noch im dichten Zellverband befinden. Die Ursache für die Aufhebung

der Kontaktinhibition bzw. der Induktion der Proliferation bleiben vorerst ungeklärt.

Das Ergebnis unterstützt bereits früher geäußerte Vermutungen, dass in der

Hornhautperipherie Vorläuferzellen für das korneale Endothel lokalisiert sind. Die

Isolierung und Kultivierung derartiger Vorläuferzellen eröffnet auf längere Sicht

eventuell die Möglichkeit, Zellmaterial zur Transplantation kornealer Endothelzellen

auf Spenderhornhäute zur Verfügung zu haben, dass die Ausbildung eines Endothels

hoher Zelldichte gewährleistet. Dies würde erheblich dazu beitragen, den bestehenden

Mangel an Hornhauttransplantaten zu reduzieren und die Patientenversorgung in diesem

Bereich zu verbessern.
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