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1. Einleitung 
1.1. Retinales Pigmentepithel (RPE) 
1.1.1. Anatomischer Aufbau der Retina 

 ie Retina besteht aus zwei Schichten. Das äußere Blatt bildet die Pigmentepithelschicht (Stra-

tum pigmentosum). Es erstreckt sich vom Sehnerveneintritt bis zum Pupillarrand. In der Reihen-

folge der oben genannten Abschnitte unterteilt man es in retinales Pigmentepithel (RPE), Ziliares 

Pigmentepithel (PCM) und Irispigmentepithel (IPE). Das innere Blatt, die neurosensorische Retina 

enthält im Bereich der Pars opticae die Photorezeptoren und zwei Schichten von Nervenzellen, Stra-

tum nervosum. Die neurosensorische Retina und das RPE haben einen gemeinsamen, ektodermalen 

Ursprung (Vinores et al., 1995). Die Zellen der Photorezeptorschicht, Stratum neuroepitheliale, liegen 

als Stäbchenzelle und Zapfenzelle vor. Peripher befinden sich die Stäbchenzellen im Vergleich zu den 

im zentralen Teil (Fovea centralis) angereicherten Zapfenzellen. 

Abb.1.1: Zur Anatomie des Auges: (oben links) Horizontalschnitt durch das menschliche Auge, (rechts) vergrö-

ßerter Ausschnitt durch die Schichten der Netzhaut mit Choroidea und Sklera und (unten links) Schemazeichnung 

der Interaktion von retinalen Pigmentepithel (RPE) mit den OS der Netzhaut. Die Retina des menschlichen Auges 

ist ein 0,1 bis 0,5 mm dünnes, lichtdurchlässiges Gewebe, mit dem im histologischen Schnitt (Abb. 1.1) darge-

stellten Schichtenaufbau. Man unterscheidet drei flächenhafte Abschnitte: die Pars optica retinae, am Augenhin-

tergrund der Aderhaut (Choroidea) anliegend, der Pars ciliares retinae an der Innenfläche des Corpus ciliare 

(Pars plana) und der Pars iridica retinae an der Hinterfläche der Iris. Die Pars optica ist lichtempfindlich, die bei-

den folgenden blind, Pars caeca. Die Grenze zwischen beiden nennt man Ora serrata. 
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Die Gliederung der Photorezeptorzelle: ein Außensegment, ein Innensegment, einen kerntragenden 

Abschnitt und einem Endkolben (Abb. 1.1). Die schätzungsweise 120 Mio. Stäbchenzellen (humane 

Retina) sind zylinder- oder stäbchenförmig (90 µm lang, 1 bis 5 µm breit). Ihr Außensegment besteht 

hauptsächlich aus 600 bis 1000 flachen von einer Membran umgebenen übereinander liegenden 

Scheibchen (abgeflachte Bläschen), so genannte Disks. Die Verbindung zwischen Innen- und Außen-

segment erfolgt über eine schmale exzentrisch gelegene zytoplasmatische Brücke. 

Die Außensegmente der etwa 6 Mio. Zapfenzellen (60 µm lang, 3 µm breit) hingegen sind nach apikal 

hin verschmälert und haben somit eine konische Form. Weiterhin enthält es nur scheinbar gestapelte, 

abgeflachte Bläschen; in Wirklichkeit handelt es sich um Invaginationen der Zellmembran. Die Photo-

rezeptoren stehen in direktem Kontakt mit dem retinalen Pigmentepithel (RPE), einem einschichtigen, 

isoprismatischen Epithel. Die Anzahl der Photorezeptoren in Kontakt mit einer RPE Zelle liegt beim 

Menschen etwa bei 23 in der Fovea (Gao, et al. 1992). Das RPE bildet die Blut-Retina Barriere zwi-

schen subretinalen Spalt und der gefäßreichen Aderhaut, der Choroidea. Die apikale Seite des RPE 

ist den Photorezeptoren zugewandt und die basolaterale Seite liegt auf der Bruch´schen Membran.  

1.1.2. RPE Struktur & Funktion 
In einem kürzlich erschienen Übersichtsartikel wurden die Hauptfunktionen des RPE wie folgt sum-

miert: Epithelialer Transport, Gliafunktion, Lichtabsortion, Phagozytose, Sehzyklus und Sekretion 

(Strauss 2005) (siehe Abb. 1.2). 

Abb. 1.2: Zusammenfassung elementarer Funktionen des retinalen Pigmentepithel (verändert nach (Strauss 

2005); VEGF = vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor; PEDF = pigmentepithelialer Wachstumsfaktor) 

Als Erstbeschreiber gilt Jones, der bereits 1833 einen Monolayer aus hexagonalen Zellen entdeckte. 

1938 gelang es dann erstmals Wolff das RPE mit Hilfe der indirekten Ophthalmoskopie in vivo zu se-

hen. Seitdem haben zahlreiche wissenschaftliche Arbeitsgruppen die Morphologie des RPE unter-

sucht und wie folgt beschrieben (Marmor, et al. 1998, Zinn, et al. 1979). Das RPE besteht aus einer 

einfachen Schicht hexagonaler, kubisch-prismatischer, sekretorischer Epithelzellen, die charakterisiert 

sind durch einen hohen Gehalt an Melaninpigment in zytoplasmatischen Granula, genannt Melano-

somen. Neben dem Melaninpigment findet sich noch ein anderes Pigment, das autofluoreszente Lipo-

fuszin. Dieses akkumuliert im Alter. Es ist ein Alterspigment des Nervensystems. 

In vivo bildet das RPE das Transportorgan zwischen dem vaskulären System der Choroidea und dem 

subretinalen Raum und dient so auch als chemische Barriere zum Schutze der neurosensorischen 
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Retina. Dabei weist das differenzierte RPE morphologische und funktionelle Polarität auf. Basal wird 

das RPE durch die pentalamelläre Bruch´sche Lamina, mit der sie durch Hemidesmosome verbunden 

ist (Miki, Bellhorn, und Henkind, 1975), von der sie mit Blut versorgenden Choroidea abgegrenzt. An 

ihrer apikalen Oberfläche steht es mit den Photorezeptoraußensegmenten in Verbindung. Dazwischen 

ist der subretinale Spalt erfüllt mit der Interphotorezeptormatrix. 

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

und vom Alter. Die Größe einer RPE Zelle am hinteren Augenpol beim jugendlichen Erwachsenen 

beträgt etwa 14 x 14 µm (Tso und Friedmann, 1967), während sie im Bereich der Ora serrata verbrei-

tert (60 µm) 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 Periphe-

rie, nimmt zu (Usher, 1906). Die im RPE enthaltenen Melanosomen dienen zum Schutz der Photore-

zeptoren durch Absorption von Lichtenergie und durch Reduktion von Lichtstreuung (Peters, et al. 

2000, Peters, et al. 2001, Schraermeyer, et al. 1999a, Schraermeyer, et al. 1999c). Ferner wird die 

Funktion der Melanosomen als spezifisches Kalziumspeicherorgan diskutiert (Salceda 1989, 1992, 

Salceda, et al. 2000). Desweiteren wurde auch eine Interaktion mit dem lysosomalen System 

(Schraermeyer, et al. 1999c) beschrieben. Der Kalziumgehalt des RPE wurde als außergewöhnlich 

hoch ermittelt (Bellhorn, et al. 1976, Hess 1975, Panessa, et al. 1981, Zadunaisky, et al. 1972) und 

scheint vom Melanosomengehalt abzuhängen (Lavallee, et al. 2003).  

Während das RPE bis zum 2. Lebensjahr eine Fläche von 8 mm2 einnimmt, steigt seine Fläche durch 

Wachstumsprozesse bis zum 45. Lebensjahr auf 11 mm2. Die Zellzahl beträgt gleich bleibend circa 

400´000 (Vinores et al., 1995), da sie in vivo mitotisch inaktiv sind (Campochiaro et al., 1991).  

Kühne (1879) stellte als erster fest, dass apikale Zellfortsätze des RPE die Photorezeptoraußenseg-

mente umgeben. Ihre Länge steht in Abhängigkeit zur Belichtung. Zwischen diesen Fortsätzen befin-

den sich Mikrovilli. Das apikale Zytoplasma enthält Mikrofilamente, Mikrotubuli und den größten Anteil 

der Melanosomen. Im Mittelteil folgen Nukleus, die Organe für die Synthese (Golgiapparat, En-

doplasmatisches Retikulum, etc.) sowie die Organe der intrazellulären Verdauung, den Lysosomen. 

Die basale Plasmamembran zeigt basale Einfältelungen zur Oberflächenvergrößerung für Absorption 

und Sekretion. Die basal befindliche Bruch´sche Membran besteht aus fünf Schichten. Die durch das 

RPE selbst gebildete Basallamina (0,3 µm) liegt nicht in den basalen Einfältelungen der basalen 

Plasmamembran. Die Fibrillen der Basallamina jedoch erstrecken sich zwischen den RPE Zellen der 

nächsttieferliegende inneren Kollagenschicht. Sie kommuniziert über die mittlere elastische Schicht 

mit der äußeren Kollagenschicht. Ihr folgt die Basallamina des Endothels der Choroidea. Lateral sind 

die RPE Zellen alle über nahe apikal liegende Zonula occludentes miteinander verbunden. 

Ein transzellulärer Flüssigkeitstransport besteht hauptsächlich aus dem subretinalen Raum in Rich-

tung Choroidea und vermutlich geringfügiger umgekehrt. Durch diesen Flüssigkeitstransport, aber 

auch durch Synthetisierung der Interphotorezeptormatrix, bestehend aus sauren Mucopolysacchari-

den, Proteinen und anderen großen Molekülen und den Kontakt der Mikrovilli mit den OS kommt es 

auch zur Aufrechterhaltung der Adhäsion der neurosensorische Retina am RPE. Der Flüssigkeits-, 

Aminosäuretransport aus Richtung der Retina zur Choroidea und der gegenläufige Vitamin A Trans-

port zeigt die funktionelle Polarität.  
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Das RPE ist weiterhin ein Speicher für Vitamin A. Das durch Licht isomerisierte Rhodopsin der OS 

wird vom OS zum RPE transportiert und dort enzymatisch regeneriert. Beim Sehvorgang und damit 

der Reaktion auf Lichtreize kommt es im subretinalen Raum zur Veränderung der Ionenzusammen-

setzung. Das RPE ist zusammen mit den Müllerzellen, den Glia- und Stützzellen der Retina, beteiligt 

an der Stabilisierung der Ionenhomöostase. Vor allem letztere regulieren vermutlich intraretinale Än-

derungen und das RPE kompensiert den subretinalen Raum. Dabei spielt der Wassertransport in 

Richtung Choroidea eine wichtige Rolle. Kalium und Kalzium sind die beiden Hauptionen, welche im 

subretinalen Raum größeren Schwankungen unterliegen. 

Eine weitere RPE Eigenschaft ist die Sekretion von Transmitterstoffen mit autokrinen und parakrinen 

Wirkungen. Sezerniert werden Wachstumsfaktoren und Signaltransmitter die am Erhalt struktureller 

Integrität, der Ausbildung eines immunprivilegierten subretinalen Raums und der funktionellen Regula-

tion physiologischer und pathopysiologischer Prozesse teilnehmen. 

Eine andere RPE-OS Interaktion bildet der Vorgang zur Erneuerung der OS. Die OS sind permanent 

Strahlungsenergie (Licht) und Sauerstoff (von der Choroidea) und damit der Bildung freier Radikale 

ausgesetzt, welche die Membran beschädigen. Somit werden täglich bis zu 100 Membranscheiben 

am distalen Ende der OS vom RPE phagozytiert, während neue Membranscheiben synthetisiert wer-

den. Dieser Vorgang ist entscheidend für das Überleben der Photorezeptorzellen (Young and Bok, 

1969; Bok and Hall, 1971; Beshare 1982; 1988) und wird ausführlich in Kapitel 2.3 erläutert. 

1.2. RPE Phagozytose & Tissue Engineering 
1.2.1. Einführung 
Die ersten Experimente mit RPE Zellkulturen wurden vor mehr als 80 Jahren durchgeführt (Zinn, et al. 

1979). Für diese Studien wurden entweder RPE Zellen verschiedener Spezien frisch entnommen oder 

dann aus selbigen Zellinien hergestellt (Dunn, et al. 1996, Nabi, et al. 1993). Das Studium frisch iso-

lierter RPE Zellen ist hoch interessant, da immer mehr Tiermodelle mit verschiedenen genetischen 

Konstitutionen neue Einsichten ermöglichen (Schlichtenbrede, et al. 2002).  

Ein anderes Interesse an RPE Zellkulturen stellt die Gewebeersatztherapie dar. Bei Patienten mit 

RPE bedingten Erkrankungen könnte die Transplantation gesunder RPE Zellen in Zukunft möglicher-

weise die Progression verringern oder verhindern und möglicherweise auch zu Heilungen führen 

(Aramant, et al. 2002, 2004, Gouras, et al. 1989, Gouras, et al. 1991, Lund, et al. 2001a, Lund, et al. 

2001b, Sheedlo, et al. 1989, 1991, Tamai 1996, Yamaguchi 1993). Es gibt verschiedenste Ansätze für 

die Transplantatherstellung, doch in den meisten Fällen ist die eine Phase der Zellkultivierung vor 

Transplantation notwendig (Boulton, et al. 2004). Dies ist einerseits durch die geringe Verfügbarkeit 

von Transplantaten aus RPE Spenderzellen verstorbener junger Patienten begründet (Boulton, et al. 

2004), die passend für den jeweiligen Patienten mit einem möglichst geringen Risiko der Transplan-

tatabstoßungsreaktion sind (Algvere, et al. 1999, Jiang, et al. 1994, Radtke, et al. 2002, Valtink, et al. 

1999a, Ventura, et al. 1996, Ye, et al. 1995, Zhang, et al. 1998). Andererseits bedarf auch die Herstel-

lung eventuell zukünftiger Transplantatalternativen zum RPE Ersatz aus autologem Irispigmentepithel 

(Lappas, et al. 2004, Thumann, et al. 2004), retinalen Progenitor oder sonstigen adulten und embryo-

nalen Stammzellen (Haruta, et al. 2004, Haruta 2005, Kociok 2004, Seiler, et al. 2005), eine Zellkul-

turphase zur Prä- oder Volldifferenzierung vor Transplantation. Unter den bisher für die Kultivierung 

von RPE Zellen verwendeten Bedingungen kann es zu Veränderungen von morphologischen und 
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funktionellen Charakteristika kommen (Alge, et al. 2003, Burke, et al. 1996, Gelfman, et al. 1998, Pfef-

fer 1990, Song, et al. 1990, Strauss, et al. 1994a, Valtink, et al. 1999b, West, et al. 2001, Zhao, et al. 

1997). Die Herstellung von qualitativ hochwertigen RPE Zelltransplantaten, die sich vollständig struk-

turell und funktionell integrieren und somit zu einem Behandlungserfolg führen, ist noch nicht erreicht. 

Schlussendlich besteht sowohl für die Herstellung von RPE Zellkulturen für die Grundlagenforschung 

als auch von RPE Transplantaten für Patienten noch ein zu geringfügiges Wissen, sowie entspre-

chende Techniken für Kontrolle und Erhalt zelleigener Funktionen und Morphologie in vitro (Boulton, 

et al. 2004). Die Diversität an Zellkulturtechniken in der Literatur ist sehr vielfältig. Die dadurch entste-

henden Differenzen sind nicht bekannt und dieses Wissen ist notwendig für die Vergleichbarkeit von 

Ergebnissen und die Herstellung standardisierter qualitativ hochwertiger RPE Zellkulturen und Trans-

plantate. Um diese Qualität zu verstehen und zu verifizieren bedarf es standardisierten Testungen. 

Die Prüfung der Phagozytoseleistung in vitro ist eine bedeutende Funktionsprüfung des RPE. 

1.2.2. Zellkulturmedienbedingungen 
ZELLKULTURMEDIENBEDINGUNGEN - das Verständnis und im besten Falle die Kontrolle darüber, spielen 

eine bedeutende Rolle im „Tissue Engineering“ und finden auch zunehmend mehr Beachtung in der 

Grundlagenforschung. Es gibt viele Studien zum Einfluss von Zellkulturbedingungen auf morphologi-

sche Eigenschaften (Hu, et al. 2001) oder Proteinexpression (Tian, et al. 2004, Uetama, et al. 2003, 

West, et al. 2001) der RPE Zellen, aber nur wenige im Zusammenhang mit zellulären Funktionen 

(Valtink, et al. 1999b, von Recum, et al. 1999). Diese „in vitro Differenzierung“1 ist in vielerlei Hinsicht 

von Interesse. Das Gesamtziel liegt in der Entwicklung definierter Zellkulturbedingungen, welche die 

Expansion und /oder die „in vitro Differenzierung“, kontrolliert ermöglichen. Eine Grundannahme ist, 

dass diese Bedingungen der in vivo Umgebung der Zellen bestmöglich entsprechen sollen. 

ZELLKULTURBASALMEDIEN basieren auf unterschiedlichen Rezepten physiologischer Salzlösungen mit 

Supplementen, wie Zucker, Aminosäuren, zusätzliche Ionenpuffer, Vitaminen, pH Indikatoren, Antioxi-

danzien, Lipiden und anderen Energieträgern (Dulbecco, et al. 1959, Ham, et al. 1979). Seit der Ent-

wicklung der heute meist gängigen Zellkulturbasalmedien ist das Wissen für die adäquate Auswahl in 

Bezug auf die jeweilige Anwendung nicht weit fortgeschritten.  

Ist die Expansion von Zellen notwendig, kommt klassischerweise die Zugabe von Serum ins Spiel. 

Serum ist ein komplexes Supplement von weitgehend nicht bekannter Zusammensetzung und wird 

zumeist immer noch in unphysiologischen Konzentrationen eingesetzt, um Zellproliferation zu stimulie-

ren. Folglich entsteht spätestens hier der Kontrollverlust über die in vitro Differenzierung der Zellen 

(Vinores, et al. 1995, West, et al. 2001). Zum Beispiel wird die Ausbildung von Zell-Zellkontakten, den 

Tight-junctions, durch Serum inhibiert (Chang, et al. 1997). Oder Serum stört bei der Stimulation und 

Detektion von RPE sezernierten Stoffen (Peng, et al. 2003). 

SERUMFREIE ZELLKULTIVIERUNG ist ein elementares Ziel der Transplantatentwicklung (Bednarz, et al. 

2001, Hempel, et al. 2001, Moller-Pedersen, et al. 2001), spielt aber auch zunehmend eine wichtige 

Rolle bei jeglichen zellbiologischen und –physiologischen Untersuchungen. Denn nur die Gewebs-

                                                      
1 Die Differenzierung bezeichnet in der Biologie das Verschiedenwerden von Zellen oder biologischen Strukturen während der 
Individualentwicklung (Ontogenese). Die „in vitro Differenzierung“ ist ein umstrittener Terminus, der vor allem im Tissue  
Engineering zum Tragen kommt. Er beschreibt den Erhalt, und /oder die Wiederherstellung, sowie bei Stammzellen auch die 
Neuausbildung, zellspezifischen Merkmale (Struktur, Funktion, Polarität, Proteinexpression, etc.) in vitro. 
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zucht in definierten Bedingungen ermöglicht die Kontrolle und damit Steuerung zelleigener Charakte-

ristika in Kultur. Die serumfreie RPE Kultivierung, den Erhalt vitaler Zellen und deren Expansion in 

vitro, ist möglich (Oka, et al. 1984, Tezel, et al. 1998). Es kommen definierte Zellkulturmedien (alle 

Inhaltsstoffe bekannt) zum Einsatz, die neben den Inhaltsstoffen der Basalmedien auch Wachstums-

faktoren, Zytokine, Hormone, Makroproteine und weiteres enthalten. Doch in Bezug auf die beiden 

veröffentlichten Medienformulierungen ist nicht bekannt, wie der Einfluss auf den funktionellen Status 

der RPE Zellen ist. Für die RPE Zellen in vitro fehlen adäquate Formulierungen der Zellkulturmedien, 

die für die jeweilige Zellkulturphase (Expansion, Kryokonservierung und Transplantatvorbereitung) 

oder Anwendung (Proliferation oder in Ruhe, hoher Transepithelialer Widerstand, etc.) formuliert sind. 

FUNKTIONSPRÜFUNGEN an RPE Zellen in vitro sind der notwendige Schritt, um die jeweiligen Zusam-

menhänge mit den Zellkulturbedingungen zu verstehen. Die Notwendigkeit der Phagozytosefunkti-

onsprüfung ergibt sich aus der Tatsache, dass die Phagozytose sich in Abhängigkeit der Morphologie 

(Feng, et al. 2003, McLaren 1996) und der Wachstumsoberfläche verändert (Miceli, et al. 1996). Die 

Phagozytoseleistung von RPE Zellen erwies sich auf ihrer natürlichen Matrix, der Bruchmembran, 

nicht effektiver als auf den getesteten artifiziellen Matrices. RPE Zellen in vitro werden in Abhängigkeit 

der Passage in ihrer Phagozytosefähigkeit beeinträchtigt (Hall, et al. 1997).  

Bis dato war für die Phagozytosetestung der Serumzusatz essentiell, da dieser spezifische Liganden 

enthält. Selbst wenn die schon identifizierten Liganden supplementiert werden würden, wären verglei-

chende Experimente unter Serumzugabe notwendig, um die spezifische stimulierte Phagozytose 

durch RPE Zellen besser untersuchen zu können. 

DEFINIERTE MEDIEN, die die bisher verwendeten Vollmedien mit teils komplexen Zusätzen wie Serum 

vollständig ersetzen sollen, erfordern die Identifikation der notwendigen Faktoren sowie deren Sum-

menwirkung. Ein für fetales humanes RPE entwickeltes Vollmedium ist hinsichtlich der Charakterisie-

rung zelldifferenzierter Eigenschaften am weitesten vorangeschritten (Hu, et al. 2001, Pfeffer 1990). 

Doch die Übertragbarkeit auf adultes RPE ist noch nicht getestet worden.  

In vorhergehenden Studien ist der positive Einfluss eines anderen Zellkulturvollmedium, F99RPE, auf 

den Erhalt zellcharakteristischer Kalziumionenkanäle vor und nach Kryokonservierung adulter huma-

ner RPE Zellen beobachtet worden (Valtink, et al. 1999b). F99RPE wurde speziell für die Zellexpansion 

adulter humaner RPE Zellen optimiert (Engelmann, et al. 2004, Sobottka Ventura, et al. 1996). Wei-

terhin konnte mit dem kommerziell erhältlichen definierten serumfreien hSFM Medium erfolgreich die 

Isolation und Expansion adulter humaner RPE Zellen durchgeführt werden. Es war möglich morpholo-

gische Charakteristika, die in gängigen serumsupplementierten Zellkulturen verloren gehen, zu erhal-

ten. Dazu gehörten Pigmentierung, Mikrovilli und Proteinexpression von ZO1 (Doubilei, et al. 2002).  

KOMPLEXE SUPPLEMENTE sind hier hoch konzentrierte Zusätze mit undefinierten Inhaltsstoffen. Das 

klassische Beispiel ist fetales oder adultes Serum verschiedener Spezien. Darin sind alle natürlichen 

Bestandteile des Blutes enthalten - lediglich die Blutkörperchen und die Gerinnungsstoffe wurden 

entfernt. Somit ist Serum ähnlich in vivo auch in der Zellkultur Träger von Nährstoffen, Antioxidanzien, 

Transportorgan, Puffer, Immunabwehr, vielen Signaltransmitterstoffen, Substraten und Katalysatoren. 

Dabei schwankt unkontrolliert je nach Abfüllcharge die Zusammensetzung.  

Weiterhin gehören zu den komplexen Supplementen gewebe- und zellkonditionierte Medien sowie 

Gewebe- und Zellextrakte. Im Falle des RPE sind die Nachbarstrukturen von Interesse für die Herstel-
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lung solcher Zusätze. Eine Grundannahme ist, dass die in vivo Umgebung der Zellen mit an der struk-

turellen und funktionellen Homöostase beteiligt ist (Weaver, et al. 2004) und dieses Milieu durch 

Selbstkonditionierung als auch parakrin durch Nachbarzellen zustande kommt. Die Choroidea nach 

Entfernung des RPE wurde schon zuvor für die Herstellung von konditioniertem Medium (ChCM) ge-

nutzt (Coulombe, et al. 1991, Coulombe, et al. 1993, Engelmann, et al. 2004, Valtink, et al. 1999b, 

Ventura, et al. 1996). Die Retina wurde als Extrakt (RE) (Hu, et al. 2001, Pfeffer 1990) oder konditio-

niertes Medium (Peng, et al. 2003) ebenfalls schon erfolgreich bei der RPE Zellkultivierung genutzt. 

Zusammengefasst erwiesen sich sowohl ChCM als auch RE nützlich zu Proliferationsförderung sowie 

der Erhaltung definierter RPE zellspezifischer Eigenschaften in vitro. 

1.3. Physiologie der RPE - Phagozytose 
1.3.1. Einführung 
In Abhängigkeit des Zelltypus (Makrophage, Neutrophile, Gliazellen, etc.) und auch des zu phagozy-

tierenden Partikels (seneszente Erythrozyten, Tumorzellen, Mikroorganismen, etc.) unterscheidet man 

verschiedene zum Teil sehr spezifische, rezeptorvermittelte Prozesse. Makrophagen sind professio-

nelle Phagozyten und zum Teil gewebsspezifisch spezialisiert. Ein klassisches Beispiel ist die Fc-

Rezeptor vermittelte Phagozytose der Makrophagen. Wie bereits unter 2.1.2 erwähnt sind auch retina-

le Pigmentepithelzellen (RPE) zur Phagozytose befähigt.  

Die Lichtreaktion und die Exposition der Photorezeptoren mit hoher Lichtenergie führt zur Akkumulati-

on defekter Proteine, Lipide und toxischer Substanzen im Photorezeptoraußensegment (engl. outer 

segment; OS). Um die Funktion der OS weiter zu gewährleisten unterliegen sie einem ständigen Er-

neuerungsprozess. Die verbrauchten Areale der OS werden vom RPE phagozytiert und entsorgt.  

Kühne (1879) beschrieb erstmals zytoplasmatischen Strukturen im RPE des Frosches, welche er 

Myeloidkörperchen nannte. In Mammalia wurden vergleichbare Strukturen als lamellierte Lipidkörper-

chen bezeichnet (Porter und Yamada, 1960). Feeney, Griehaber und Hogan (1965) zeigten elektro-

nenmikroskopisch, dass es sich um Photorezeptoraußensegmentfragmente handelt. Young (1967) 

beschrieb den Zusammenhang eines geordenten OS Umsatzes, so dass die OS Länge konstant 

gehalten wird.  

Young und Bok (1960) beobachteten, dass die OS Fragmente im RPE von zwei separaten Zellmemb-

ranen umgeben sind und führten die Bezeichnung Phagosom ein, um deren Charakter zu unterstrei-

chen. Die innere Membran stammt vom OS selbst und die äußere vom RPE. Die Formation von Aktin-

filament enthaltenden Pseudopodia, welche das Außensegment umschlingen, spielt vermutlich einen 

entscheidenden Prozess bei der Abtrennung der OS Spitze. Doch ein aktiver Anteil am Prozess der 

Abschnürung der OS Spitze durch den Photorezeptor selbst ist wahrscheinlich (Besharse, et al. 1998, 

Bok 1985). Die Phagozytose erfolgt in Schüben, ausgelöst durch den Wechsel von der Dunkelheit zu 

Lichtverhältnissen oder zirkadianen Signalen (Young and Bok, 1969; LaVail, 1976). Wobei morgens 

bei Belichtung vor allem die Stäbchen und abends bei einsetzender Dunkelheit die Zapfen betroffen 

sind. Im Rhesusaffen werden täglich etwa 4000 Membranscheibchen pro RPE Zelle umgesetzt (Y-

oung, 1971a). Die Umsatzrate eines gesamten OS beträgt 10 Tage (Young, et al. 1969, Young 1971). 

Man kann die Phagozytose in vier Phasen einteilen: Erkennung, Anbindung, Aufnahme und Verdau 

der OS (Hall, et al. 1987). Unter anderem können Anbindung und Aufnahme in einem Meßsystem in 

vitro detektiert werden (Abb. 1.3; siehe auch Kapitel 3.8). 
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Abb. 1.3: Zwei Phasen der Photorezep-

torphagozytose sind in vitro messbar. Die 

Anbindung der Photorezeptoraußensegmente 

(OS) an die RPE Zellmembran kann diskrimi-

niert werden von der Aufnahme. 

 

Die Phagozytose verbrauchter Photorezeptoraußensegmente (OS) durch RPE Zellen hat Analogien 

zur Phagozytose apoptotischer Zellen durch andere Phagozyten (Finnemann, et al. 1999, Hall, et al. 

2005). Diese kann auch an isolierten RPE Zellen in vitro untersucht werden. Die Aufnahme von OS 

durch RPE Zellen scheint ein feinregulierter und spezifischer Prozess. Eine Spezifität der OS Phago-

zytose zeigt sich darin, dass die Phagozytose von Polystyrenmikro- und Karbonpartikeln (Edwards, et 

al. 1977, Reich-d'Almeida, et al. 1975a, 1975b) in OS phagozytosedefizienten RCS RPE Zellen unbe-

einträchtigt ist. Weiterhin werden beschädigte OS regelmäßig von den RPE Zellen ignoriert (Custer, et 

al. 1975) und intakte OS werden präferiert gegenüber einer Reihe anderer Partikel (Mayerson, et al. 

1986). In einer aktuellen Studie wurde auch erstmals eine Differenz der Phagozytose in Kombinatio-

nen von RPE und OS verschiedener Spezien berichtet (Kindzelskii, et al. 2004). 

Beim Weitertransport der Phagosomen nach Aufnahme werden diese durch Mikrotubuli in den basa-

len Zellanteil transportiert (Burnside 1976). Dort reduziert sich die Phagosomgröße sehr schnell bis 

zum vollständigen Abbau. Die Inhibierung von Mikrotubuli mit Colchicine blockiert diesen Transport als 

auch die Bildung primärer Lysosome (Beauchemin, et al. 1977, Besharse, et al. 1982, Herman, et al. 

1982, Keller, et al. 1977). Die Beteiligung von Aktinfilamenten als auch Mikrotubuli suggeriert, dass 

entsprechende Motorproteine bei der Phagozytose involviert sind. 

1.3.2. Phagozytoserezeptoren 
Die OS Phagozytose von RPE Zellen ist ein rezeptorvermittelter Prozess (Abb. 1.4). Kennzeichnend 

sind kompetitive Hemmbarkeit  und die spezifische Sättigbarkeit durch OS (Hall, et al. 1987, Laird, et 

al. 1988, Mayerson, et al. 1986). Für die unterschiedlichen Schritte im Prozess der Anbindung bis zur 

Aufnahme scheinen bei der Phagozytose diverse Rezeptoren und Liganden eine Rolle zu spielen. 

Makrophagen zum Beispiel weisen Bindungstellen für mindestens vierzig Liganden an ihrer Memb-

ranoberfläche auf, die im Zusammenhang mit einer Phagozytose stehen. (Wright, et al. 1983).  

Beim RPE wurden bisher mindestens sieben eine Rolle bei der Phagozytose zugeschrieben. Die bei-

den bisher potentiellsten Funktionen konnten für Tyrosinkinaserezeptor c-mer (MerTK) und die αvβ5 

Integrine gezeigt werden. Die Phagozytoseleistung ist dramatisch verringert, wenn einer von beiden 

funktionslos ist (Hall, et al. 2001, Nandrot, et al. 2004b). Fehlen besagte Integrine in einem genetisch 

veränderten Mausmodell kommt es zum Verlust der zirkadian gesteigerten Phagozytose und einer 

altersassoziierten Lipofuszinakkumulation, die ein Merkmal der AMD darstellt (Algvere, et al. 2002). 

Mutationen im MerTK Gen führen zum Phagozytosedefekt in RPE Zellen (Dufour, et al. 2003, Feng, et 

al. 2002) und damit zur Degeneration der Photorezeptoren und resultierender Erblindung beim Men-

schen (D'Cruz, et al. 2000, Duncan, et al. 2003a, Gal, et al. 2000, McHenry, et al. 2004). Eine Beteili-

gung von MerTK wurde auch als Rezeptor bei anderen Phagozyten (Wu, et al. 2005) und Erkrankun-

gen aufgrund eines Phagozytosedefektes identifiziert (Cohen, et al. 2002).  
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Die klassischen Phagozytoserezeptoren Fc Fragment des Immunogloblin G Molekül und Komplement 

sind am RPE für die Phagozytose funktionell präsent, spielen aber eventuell keine Rolle bei der spezi-

fischen OS Phagozytose (McLaughlin, et al. 1994). Die Rolle eines Mannoserezeptors ist noch um-

stritten, aber verschiedene Formen der Antagonisierung reduzierten Anbindung und Aufnahme (Hall, 

et al. 1991a, Lutz, et al. 1995, McLaughlin, et al. 1994, Wilt, et al. 1999a, Wilt, et al. 1999b). Eine wich-

tige Funktion wird für den CD36 Rezeptor diskutiert, die genauen Form der Beteiligung ist aber noch 

ungeklärt (Ryeom, et al. 1996a, Ryeom, et al. 1996b, Sparrow, et al. 1997). Erste Untersuchungen 

zeigen, dass CD36 initial nicht beteiligt ist und möglicherweise während des Phagozytoseprozesses 

die Aufnahmerate moduliert (Finnemann, et al. 2001). Der neueste Kandidat stellt der Toll like Rezep-

tor 4 (TLR4) dar, welcher mit CD36 und OS kolokalisiert (Kindzelskii, et al. 2004, Kumar, et al. 2004). 

TLR4 Polymorphismen im RPE wurden im Zusammenhang mit der altersabhängigen Makuladegene-

ration (AMD) gebracht (Zareparsi, et al. 2005b).  

 

Abb. 1.4:  

Schemazeichnung der be-

kannten Zellmembranrezep-

toren und intrazellulären 

Signalwege, die bei der 

Phagozytose durch RPE 

Zellen an der Regulation der 

Anbindung und Aufnahme 

von Photorezeptoraußen-

segmenten (OS) potentiell 

beteiligt sind. Es soll deutlich 

werden, dass die genauen 

Mechanismen noch unver-

standen sind. 

 

 

 

In Bezug auf die Funktion der Rezeptoren ist die Hypothese nach der derzeitigen Datenlage, dass 

αvβ5 Integrine die Anbindung und mögliche Potenzierung (Finnemann, et al. 1997a) des MerTK Sig-

nals, der die Aufnahme signalisiert (Hall, et al. 2005), vermitteln. Die funktionellen Liganden der Pha-

gozytose von RPE Zellen in vivo sind noch nicht geklärt. Potentielle Kandidaten sind die Serumbe-

standteile Gas6 und Protein S, die in vitro über MerTK die Phagozytoseaufnahme stimulieren. Mögli-

cherweise kommunizieren im Gesamtprozess die Rezeptoren miteinander (Finnemann 2003b). 
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1.3.3. Systeme sekundärer Botenstoffe 
Die Transmission von Signalen ausgelöst durch Ligandenbindung an OS spezifische Phagozytose-

rezeptoren sowie durch weitere Modulatoren werden durch unterschiedliche sekundäre Botenstoffe 

vermittelt (Abb. 1.4). Potentielle Mechanismen dieser Rezeptorsysteme sind die phagozytische OS 

Anbindung, Pseudopodienbildung sowie OS Aufnahme durch Akkumulation polymerisierter Aktinfila-

mente, Modulation durch Transmittersekretion, Exozytose und Phagolysosomfusion. An einem Teil 

dieser Prozesse sind vermutlich sowohl αvβ5 Integrine durch Aktivierung der fokalen Adhäsionskinase 

(FAK) als auch die Ligation von MerTK beteiligt. Letzteres führt zur Autophosphorylierung und zur 

Transduktion eines extrazellulären Signals durch Initialisierung diverser physiologischer Prozesse wie 

der Aktivierung des Phosphatidylinositol 3´-kinase (PI3K) Signalwegs (Hall, et al. 2003b) und 

Phospholipase C (PLC) (Rodriguez de Turco, et al. 1992). 

DAS INOSITOLTRIPHOSPHAT (INSP3) SYSTEM ist an MerTK gekoppelt und ist eine wesentliche Signalkas-

kade für die Phagozytose. Eine PLC Aktivierung führt zur Bildung von InsP3 und Diacylglyerol (DAG). 

Ein Anstieg der intrazellulären InsP3 Konzentration korreliert mit vermehrter Proteinphosphorylierung 

(Heth, et al. 1992) und mit dem Beginn der OS Phagozytose (Heth, et al. 1994, Rodriguez de Turco, 

et al. 1992). Diese Initiierung bedarf einer Tyrosinphosphorylierung (Finnemann 2003b) und das InsP3 

Signal führt auch zum Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration [Ca2+]i. Ein finaler [Ca2+]i An-

stieg ist letztlich auch ein Terminationsignal der Phagozytose (Hall, et al. 1991b). 

KALZIUMSIGNALE (Ca2+) scheinen sehr vielseitig in der Regulation von Prozessen im Zusammenhang 

der Phagozytose involviert zu sein. RPE Zellen weisen verschiedenste Kalziumspeicher und auch 

Kaliziumionenkanäle auf. Deren Beteiligung an den unterschiedlichen Formen von Kalziumsignalen: 

Intrazellulärer Kalziumanstieg in der gesamten Zellen mit teils biphasischer Natur (Kuriyama, et al. 

1991, Kuriyama, et al. 1992, Mergler, et al. 2002, Mitchell 2001, Peterson, et al. 1997, Sullivan, et al. 

1997), wellenförmige Ausbreitung (Gomes, et al. 2003, Himpens, et al. 1999, Himpens, et al. 2000, 

Stalmans, et al. 1997, 1998, 1999) oder Oszillationen (Kindzelskii, et al. 2004), sind nicht bekannt. Die 

Messung kompartimentärer Signale ist bisher noch nicht ausgiebig durchgeführt worden, aber ein 

paraphagosomales Kalziumsignal wurde beobachtet (Kindzelskii, et al. 2004).  

Die Initiierung der Phagozytose führt zum genannten Anstieg der [Ca2+]i aber ein vermehrter Anstieg 

führt zur Termination (Hall, et al. 1991b). Der InsP3 induzierte Ca2+ Anstieg könnte aus intrazellulären 

Speichern und /oder über eine Aktivierung von spannungsabhängigen Kalziumkanälen am RPE zu-

stande kommen (Mergler, et al. 2002). RPE Zellen exprimieren Kalziumkanäle (Rosenthal, et al. 2001, 

Sakai, et al. 1997, Strauss, et al. 1994b, Ueda, et al. 1993, 1995). Tyrosinphosphorylierung und stimu-

lierte PKC Aktivität führt zur erhöhten Kalziumkanalleitfähigkeit (Mergler, et al. 1998, Rosenthal, et al. 

2002, Strauss, et al. 1997, Strauss, et al. 2000). Es ist nicht klar, ob ein Kalziumeinstrom durch Ionen-

kanäle an Prozessen um die Phagozytose oder direkt an OS Anbindung- und Aufnahmeregulation 

beteiligt ist. Extrazelluläres Kalzium ist notwendig für den Ablauf der Phagozytose (Greenberger, et al. 

1983) und benötigt für die Bindung von Gas6 als Ligand des MerTK (Hall, et al. 2002). Auch L-Glu-

tamat führt zur Steigerung von InsP3 in der Zelle und dieser Effekt wird durch L-Typkanalblockade 

inhibiert (Fragoso, et al. 1999). Für eine Reihe weiterer Signaltransmitter wurde eine Modulation der 

[Ca2+]i beschrieben (Nguyen-Legros, et al. 2000, Strauss, et al. 1998b). Exogenes Adeno-

sintriphosphat (ATP) zum Beispiel steigert [Ca2+]i unabhängig von extrazellulärem Kalzium und inhi-
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biert die Phagozytose (Mitchell 2001). Exogene Zytokine wie TGFβ, FGF1 und FGF2 modulieren die 

Phagozytose unterschiedlich (Hayashi, et al. 1996, McLaren, et al. 1997, Sheu, et al. 1994). 

BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR (bFGF), ein Wachstumsfaktor, der sowohl über den Rezeptor 

FGFR1, als auch über FGFR2 wirken kann, führt zum [Ca2+]i Anstieg in RPE Zellen wenige Minuten 

nach der Bindung, der nach 30 Minuten maximal ist (Kuriyama, et al. 1991, Mergler, et al. 1998, Mit-

chell 2001). bFGF induziert eine relativ schnelle Zunahme der [Ca2+]i mit einer maximalen Steigerung 

um 20 %, die sowohl aus intra- als auch extrazellulären Ca2+ besteht (Kuriyama, et al. 1991). Deswei-

teren führt bFGF auch zum Anstieg von InsP3 innerhalb von einer Stunde (Kuriyama, et al. 1991). 

Retinales Pigmentepithel sezerniert bFGF (Bost, et al. 1992, Kitaoka, et al. 1993) und es ist bekannt, 

dass der FGFR2 Rezeptor direkt mit Cav1.3 L-Typ Kalziumkanälen interagieren und diese durch Ty-

rosinphosphorylierung stimulieren kann (Strauss, et al. 2000). Der Effekt einer kurzen bFGF Applikati-

on auf die OS Phagozytose ist nicht bekannt, aber für eine Inkubation von 24 Stunden gibt es wider-

sprüchliche Berichte (Hayashi, et al. 1996, McLaren, et al. 1997). 

ZYTOSOLISCHE PROTEINKINASEN sind die entscheidenden Signaltransmitter im Phagozytoseablauf. Am 

RPE korreliert Proteinphosphorylierung mit dem Phagozytosebeginn. Ein wichtiges Ziel dieser 

Phosphorylierungen ist das Zytoskelett.  

Mutationen in Genen von Myosin VIIa sind beim Menschen mit Syndromen assoziiert, die mit einem 

Phagozytosedefekt einhergehen und zur retinalen Degeneration führen (Heth, et al. 1991a). Zytoske-

lettproteine werden auf vielfache Weise in der Zelle reguliert. Unter anderem phosphoryliert die Cal-

modulin Kinase (CaM) Myosinleichtketten, die dann mit Aktin interagieren (Bronstein, et al. 1988). Die 

CaM Inhibition reduziert die Phagozytose von RPE Zellen (Miceli, et al. 1997a). Ebenso kommt es bei 

MerTK Mutationen zu Misphosphorylierungen (Heth, et al. 1992) und Phagozytosedefekt (D'Cruz, et 

al. 2000, Feng, et al. 2002, Gal, et al. 2000).  

Die Serin- /Threoninkinasen Proteinkinase A (PKA) sowie verschiedene Proteinkinase C (PKC) Sub-

typen (Moriarty, et al. 2000, Wood, et al. 1998) und die zytosolische Proteintyrosinkinasen (PTK) 

pp60c-src (Koh 1992) sind in RPE Zellen vorhanden. Die Initiierung der Phagozytose korreliert wie ge-

sagt mit dem Anstieg der InsP3 bedingten Proteinphosphorylierung und des [Ca2+]i Anstiegs. Die Ca2+ 

abhängige Aktivierung von Proteinkinasen und anderen Proteinen verändern den Zellmetabolismus 

und dienen als Anschaltsignal der Phagozytose (Miceli, et al. 1997b, Rodriguez de Turco, et al. 1992). 

Andererseits führt eine Erhöhung der [Ca2+]i als auch DAG aus dem InsP3 Signalweg zur Aktivierung 

von Proteinkinasen C, die als ein Ausschalt- oder Anschaltsignal dienen können (Finnemann, et al. 

1999, Hall, et al. 1991b). Aktin, ein Hauptprotein des RPE (Haley, et al. 1983), wird benötigt im Pro-

zess der OS Anbindung vermittelt durch αvβ5 Integrine und ist ein potentielles Ziel der PKC (Heth, et 

al. 1988). Die genauen Funktionen und Zielproteine der PKC Subtypen sind ungeklärt. Transmitter wie 

Adenosin, Adrenalin, Dopamin und Melatonin beeinflussen die Phagozytose von RPE Zellen vermut-

lich über G-Protein gekoppelte Rezeptoren, Adenylzyklaseaktivität und damit die Produktion von zykli-

schem 3´,5´-Adenosine Monophosphat (cAMP) modulieren (Nguyen-Legros, et al. 2000). Es besteht 

die Hypothese, dass Änderungen der cAMP Konzentration und nicht die Gesamtkonzentration das 

Mass der Modulation darstellen. Ein cAMP Anstieg inhibiert (Hall, et al. 1993) und eine Reduktion 

steigert die OS Phagozytose (Edwards, et al. 1980). Die Beteiligung sekundärer Botenstoffe der Pha-

gozytoseregulation ist nicht vollständig verstanden. 
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1.4. Pathophysiologie – RPE Phagozytosedefekt 
1.4.1. Einführung 
Bis heute wurden zwei Genmutationen aufgedeckt, welche durch einen Phagozytosedefekt zur Reti-

nadegeneration führen. Die Erstbeschreibung eines solchen Phagozytosedefektes betraf ein sponta-

nes Tiermodell für Retinitis Pigmentosa, die Royal College of Surgeons oder kurz RCS Ratte (Bok, et 

al. 1971, Bourne, et al. 1938, Bourne, et al. 1939, Boyle, et al. 1991, Chaitin, et al. 1983b, Edwards, et 

al. 1977). Der genetische Defekt führt zur Synthese eines verkürzten funktionslosen MerTK Proteins. 

Vergleichbare Mutationen von MerTK wurden auch beim Menschen mit autosomal rezessiver Retinitis 

Pigmentosa gefunden (Gal, et al. 2000, Kumar 2001, McHenry, et al. 2004, Thompson, et al. 2002). 

Durch diesen Defekt kommt es zu Ablagerungen von Zelltrümmern im subretinalen Raum, die sowohl 

eine Mangelversorgung der Photorezeptoren als auch die Bildung toxischer Substanzen durch Photo-

oxidation zur Folge hat. Die Photorezeptoren gehen an Apoptose zugrunde (Tso, et al. 1994). Bei 

Mäusen mit der entsprechenden Mutation (Duncan, et al. 2003a, Duncan, et al. 2003b) kommt es ab 

dem achten Tag zur Anhäufung nicht phagozytierter OS. Ab einem Alter von 18 Tagen kann die De-

generation histologisch und elektroretinographisch beobachtet werden. Sie ist vollständig nach 3 Mo-

naten (Dowling, et al. 1962, Herron, et al. 1969, Tamai, et al. 1979). Mittlerweile konnte durch Genthe-

rapie (Duncan, et al. 2003a, Duncan, et al. 2003b, Tschernutter, et al. 2005, Vollrath, et al. 2001) und 

Transplantation funktioneller RPE Zellen (Coffey, et al. 2002, Grisanti, et al. 2002, Lin, et al. 1996, 

Little, et al. 1996, Little, et al. 1998) oder Irispigmentepithelzellen (IPE) (Schraermeyer, et al. 1999b, 

Schraermeyer, et al. 2000) im frühen Krankheitsstadium eine Verlangsamung des Degenerationsge-

schehen durch eine Verbesserung der Phagozytoseleistung erzielt werden.  

Ein anderer Defekt der Phagozytose durch RPE Zellen kann vielleicht auch die Retinadegeneration in 

Usher Typ 1 B Patienten verursachen (Gibbs, et al. 2003). Das Ushersyndrom ist ein erblicher Verlust 

des Hör- und Sehvermögens (Ahmed, et al. 2003, Eudy, et al. 1999, Keats, et al. 1999, Kimberling, et 

al. 2000, Petit 2001). Das Genprodukt des Usher Typ 1B Gens ist Myosin VIIa. Initial wurde dieser 

Defekt in einem gestörten vesikulären Transport von OS Komponenten vermutet (Hasson 1999). Bei 

Myosin VIIa defizienten Mäusen ist die OS Aufnahme bei normaler Anbindung reduziert, der Vesi-

keltransport und die Fusion von Phagosom mit Lysosom gestört (Gibbs, et al. 2003).  

Eine Beteiligung der OS Phagozytose wird auch schon seit längerem am Beginn und der Progression 

der altersabhängigen Makuladegeneration diskutiert (Boulton 1991, Sarangarajan, et al. 2005). Die 

altersbedingten Veränderungen in der Retina gehen mit einem Zellverlust, einem gesteigerten Phago-

zytoseaufgabe und metabolischen Belastung der RPE Zelle insbesondere in der Makula (Boulton, et 

al. 1994, Boulton 2001, Burke, et al. 1988, Dorey, et al. 1989). Dies führt möglicherweise zur präferen-

tiellen Ansammlung von Lipofuszin in der Makula und verursacht ultimativ RPE Atrophie und Photore-

zeptordegeneration (Besch, et al. 2003, Boulton 1991, 1998, 2001). In jüngeren Studien häufen sich 

jetzt auch Hinweise auf Riskiokandidatengene für altersabhängige Makuladegeneration. Es wurden 

einerseits Gene identifiziert, die für mögliche oder bekannte Proteine im Phagozytoseprozess codie-

ren. Und andererseits wurden Beobachtungen in genetisch veränderten Tiermodellen gemacht, bei 

denen ein Funktionsverlust ausgewählter Proteine der Phagozytoseregulation mit altersabhängiger 

Blindheit oder pathomorphologischen Korrelaten der AMD einherzugehen scheinen (Ambati, et al. 

2003, Edwards, et al. 2005, Haines, et al. 2005, Kindzelskii, et al. 2004, Klein, et al. 2005, Lahiri, et al. 
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1993, Nandrot, et al. 2004b, Rakoczy, et al. 2002, Zareparsi, et al. 2005a). Außerdem wurde gezeigt, 

dass Lipofuszin als pathomorphologisches Korrelat der AMD sowie oxidativer Stress die OS Phagozy-

tose beeinträchtigen können (Bergmann, et al. 2004, Nilsson, et al. 2003, Schutt, et al. 2001). Durch 

Oxidation und Lichtstress veränderte OS können nur unvollständig im RPE abgebaut werden und 

somit zu Veränderungen im Zellmetabolismus führen, die eine Progression der AMD fördern (Higgins, 

et al. 2003). Die Hauptkomponente des fluoreszierenden Lipofuszin Anteils ist N-Retinyliden-N-

Retinylethanolamin, kurz A2E, welches den OS Abbau reduziert (Finnemann, et al. 2002).  

1.4.2. Pathomechanismen eines Phagozytosedefektes 
RCS RPE ist trotz funktionsloser MerTK noch zur Phagozytose im Stande. Dabei konnte in vivo unter 

zirkadianen Bedingungen eine Restleistung von 5 % nach Lichtreizung gemessen werden (Goldman, 

et al. 1978). Der besagte Phagozytosedefekt kann auch in vitro untersucht werden. Obwohl die OS 

Anbindung unverändert stattfindet, werden weniger als 20 % der angebotenen OS Menge in vitro auf-

genommen. Normalerweise werden 70 bis 80 % der OS Menge phagozytiert (Chaitin, et al. 1983b). 

So werden OS Partikel gebunden, aber nur teilweise von Membranausstülpungen, so genannten 

Pseudopodia (Matsumoto, et al. 1987), umschlungen. Dies zeigt sich durch eine stark verringerte An-

sammlung von Netzwerken aus Aktinfilamenten unterhalb der RPE Zellmembran mit angebundenen 

OS (Chaitin, et al. 1983a). Aktin könnte das verantwortliche Filament im kontraktilen Apparat der OS 

Aufnahme sein (Bok 1985, Burnside, et al. 1976, Burnside 1976). Dieser scheint prinzipiell aufgrund 

der noch restlichen Phagozytoseleistung noch intakt zu sein (Chaitin, et al. 1983a, Chaitin, et al. 

1984). Der funktionslose MerTK Rezeptor verhindert die transmembranäre Signalisierung zur Aktivie-

rung der Aufnahmesysteme in die Zellen.  

Das Studium dieses Tiermodells erbrachte neue Erkenntnisse in Bezug auf den physiologischen und 

pathophysiologischen Prozess der OS Phagozytose durch RPE Zellen (Nguyen-Legros, et al. 2000, 

Strauss, et al. 1998b). In Studien wurden Veränderungen in der Genexpression von über 100 Genen 

im RCS RPE identifiziert (Dufour, et al. 2003, Malfait, et al. 2001, McLaren, et al. 1996, Rakoczy, et al. 

1993, Sheedlo, et al. 2002, Sparrow, et al. 1997, Van Den Berghe, et al. 2004).  

Funktional zeigten sich Veränderungen in der Endomembrangenese, Endozytose, Transzytose, Exo-

zytose, Vesikeltransport und weiteren RPE Metabolismen. 

Ob alle Veränderungen initial durch die MerTK Mutation bedingt sind oder ob auch Folgeveränderun-

gen im Prozess der retinalen Degeneration beteiligt sind, ist nicht geklärt. Diese Daten dienen als 

Grundlage, um die Regulation der Phagozytose in patho- und physiologischer Situation zu studieren.  

Es ist noch ungelöst, ob zwei oder mehr unterschiedliche Phagozytosemechanismen im RPE beste-

hen oder ob in Abhängigkeit der jeweiligen Liganden auf der Oberfläche der zu phagozytierenden 

Partikel die Phagozytose moduliert wird. Es stellt sich zum Beispiel die Frage, ob bei MerTK Defekt 

lediglich eine verlangsamte oder gar eine unspezifische Phagozytose vorhanden bleibt. Das bei der 

OS Anbindung beteiligte Integrin αvβ5 ist jedenfalls noch aktiv an RCS RPE Zellen, so dass dessen 

Blockierung mittels Antikörpern die Phagozytose noch weiter reduzieren kann (Finnemann 2003b). 

In einer Reihe von unterschiedlichen Systemen von sekundären Botenstoffen wurden diverse Verän-

derungen im Phagozytoseprozess auf funktioneller Ebene beschrieben. So wurden die Zellen studiert 

bevor ein pathomorphologisches Korrelat von zerfallenden OS anfällt. Ausgangspunkt ist, dass die 
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Stimulation der Phagozytose mit den auch im Serum enthaltenen MerTK Liganden Gas6 und Protein 

S defizient ist (Chaitin, et al. 1983b, Edwards, et al. 1986, Hall, et al. 1987, Hall, et al. 2001, Hall, et al. 

2002, Hall, et al. 2005). Die durch OS am RPE ausgelöste Proteinphosphorylierung  ist verändert 

(Heth, et al. 1992) (Heth, et al. 1991b). Veränderungen im Metabolismus von zyklischem Guanosin-

monophosphat (Lolley, et al. 1976) und eine Reduktion in der cAMP Antwort durch Stimulation mit 

speziellen Agonisten sind gezeigt worden (Gregory, et al. 1992, Nash, et al. 1995).  

Das InsP3 / Ca2+ System ist bei der Initiierung der OS Aufnahme essentiell beteiligt (Heth, et al. 1994). 

Der InsP3 Anstieg nach OS Applikation findet in RCS RPE Zellen nicht statt (Heth, et al. 1994). Car-

bachol stimuliert InsP3 in Kontrollzellen und führt damit zu einer Reduktion der Phagozytose. In RCS 

RPE hingegen wird der InsP3 Signalweg ebenfalls mit Carbachol stimuliert, jedoch verändert sich die 

Phagozytose dadurch nicht (Hall, et al. 1996b). Eine durch InsP3 ausgelöste Phagozytose findet im 

RCS RPE nicht statt, aber der Zusammenhang mit einer möglichen Änderung der [Ca2+]i ist bisher 

nicht untersucht. Erhöhtes [Ca2+]i ist ein Signal zur Aktivierung von Proteinkinasen sowie anderen Ca2+ 

abhängigen Proteinen (Rosenthal, et al. 2001, Rosenthal, et al. 2002) und in allen genannten Syste-

men sind Misregulationen beschrieben worden.  

Proteinkinase C ist an der Regulation der Phagozytose von RPE Zellen komplex beteiligt (Finnemann 

2003b, Hall, et al. 1991b) und die Expression der PKC Subtypen ist verändert (Wood, et al. 1998). Die 

durch PKC oder Tyrosinkinasen bewirkte Modulation der [Ca2+]i Antwort nach mechanischer Stimulati-

on ist verändert (Stalmans, et al. 1998), wobei diese Antwort per se schon verringert und verlangsamt 

ist in RCS RPE Zellen (Stalmans, et al. 1999). Eine verringerte Expression von Konnexinproteinen 

(bilden Zell-Zellkontakte), die eine metabolische und ionale Kopplung zwischen benachbarten Zellen 

ermöglichen und auch durch PKC reguliert werden, könnten eine der Ursachen sein (Malfait, et al. 

2001). Außerdem scheint die Regulation der [Ca2+]i in Abhängigkeit des InsP3 Systems gestört zu 

sein (Strauss, et al. 1998b).  

Eine veränderte Modulation durch Ca2+, InsP3, Tyrosinkinasen oder PKC zeigte sich auch in der Mo-

dulation von Zellmembranionenkanälen. RCS RPE Zellen weisen eine gesteigerte Leitfähigkeit und 

veränderte Regulation neuroendokriner L-Typ Kalziumkanäle (Cav1.3) auf (Strauss, et al. 1993). Die-

ses hat unter anderem Konsequenzen für die Reaktion der Zelle auf einen InsP3 Anstieg (Strauss, et 

al. 1996). Die Basiskalziumkonzentration in RCS RPE Zellen ist nicht verändert (Mergler, et al. 1998). 

Doch die Modulation der [Ca2+]i ist beeinträchtigt (Mergler, et al. 1998, Strauss, et al. 1996). Inwieweit 

die Regulation der [Ca2+]i im Zusammenhang steht mit der beeinträchtigten Phagozytoseleistung im 

RPE ist genauso wenig geklärt, wie die Rolle von Ca2+ in der physiologischen Phagozytoseregulation.  

Eine Reihe von Untersuchungen an der RCS Ratte zeigten, dass bFGF eine besondere Rolle in der 

Pathogenese spielt (Nguyen-Legros, et al. 2000, Strauss, et al. 1998b). Eine frühe Veränderung ist die 

verringerte bFGF Sekretion durch das RCS RPE (McLaren, et al. 1996). Es ist besonders interessant, 

dass bFGF sich bisher als einziges Agens, neben der Gentherapie und Zelltransplantation, erwiesen 

hat, die Retinadegeneration in der RCS Ratte zu verzögern. Zusätzlich zu einer neuroprotektiven 

Funktion (Faktorovich, et al. 1990, Neuner-Jehle, et al. 2000) kann bFGF auch den funktionellen Pha-

gozytosedefekt der RPE Zellen in geringem Masse in vitro wiederherstellen (McLaren, et al. 1997). 

Eine 24 Stunden bFGF Vorinkubation führt zu eine signifikante Stimulation der Phagozytoseleistung 

(McLaren, et al. 1997). 
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2. Arbeitshypothese und Ziel der Arbeit 
 

iel dieser Arbeit ist es 1) eine Methode zur Messung der Phagozytose von Photorezeptor-

außensegmenten (OS) durch retinale Pigmentepithelzellen (RPE) in vitro zu etablieren. Mit 

dieser Technik sollen 2) zu Beginn Daten über den Einfluss von Zellkulturmedien sowie komplexen 

Mediensupplementen gewonnen werden, um schließlich mit dem Messsystem 3) Untersuchungen zur 

Patho- /Physiologie der Phagozytose durch RPE und RCS-RPE Zellen durchzuführen. 
 

Dazu stellten sich eine Reihe an Aufgaben und Fragen: 
 

Zu 1)  

– Eine Methode zur Messung der Phagozytose durch RPE Zellen soll einen hohen Probendurchsatz, 

Wiederholungen der Variablen und die Messung von OS Anbindung und Aufnahme ermöglichen. 

– Eine permanente RPE Zellinie soll hinsichtlich ihrer Validität für die Untersuchung der OS spezifi-

schen Phagozytose durch RPE Zellen charakterisiert werden. 
 

Zu 2) 

– Der Einfluss von serumfreien und -haltigen Zellkulturmedien auf die Phagozytose soll studiert wer-

den, auch um das in vitro System für die weiteren physiologischen Experimente zu validieren. 

– Ein Retinaextrakt (RE) und ein choroideakonditioniertes Medium (ChCM) sollen untersucht werden. 
 

Zu 3) 

Der Ausgangspunkt der Experimente zur Patho-/ Physiologie der Phagozytose ist, dass die intrazellu-

läre Ca2+ Konzentration [Ca2+]i ein elementares Signal in der Phagozytosemodulation darzustellen 

scheint (Nguyen-Legros, et al. 2000, Strauss, et al. 1998b). Das InsP3 /Ca2+ System zum Beispiel 

wurde mit der Initialisierung sowie Terminierung der Phagozytose in Zusammenhang gebracht (Hall, 

et al. 1991b, Hall, et al. 2002, Heth, et al. 1994, Rodriguez de Turco, et al. 1992). Ein potentieller Weg 

für einen Ca2+ Einstrom und damit die Modulation der [Ca2+]i stellen durch Tyrosinkinasen regulierte 

L-Typ Ca2+ Kanäle im RPE dar (Strauss, et al. 1994b, Ueda, et al. 1993, 1995). Experimente deuten 

auf eine strukturelle Interaktion des Rezeptorsubtyp 2 (FGFR2) des basischen Fibroblasten-

wachstumsfaktor (bFGF) und der zytosolischen Proteintyrosinkinase (PTK) pp60c-src mit L-Typ Ca2+ 

Kanälen im RPE hin (Rosenthal, et al. 2001, Strauss, et al. 2000).  

Bei RPE-Zellen von RCS Ratten liegt ein Phagozytosedefekt aufgrund funktionsloser Rezeptortyrosin-

kinase Mer (MerTK) vor. Dies führt u.a. zu einer erhöhten Leitfähigkeit von L-Typ Ca2+ Kanälen. 
 

– Sind MerTK und der Ligand Gas6 an der OS Phagozytose durch RPE Zellen in vitro beteiligt? 

– Sind spannungsabhängige L-Typ Ca2+ Kanäle an der Regulation der Phagozytose beteiligt? 

– Wie beeinflußt bFGF und pp60c-src die Phagozytose? 

– Beeinflussen Blockierung von L-Typ Ca2+ Kanälen, bFGF Applikation und Inhibierung von pp60c-src 

auch die Phagozytose durch RCS-RPE Zellen? 
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3. Material und Methoden 
3.1. Material 
3.1.1. Chemikalien und Lösungen 

Alle darüber hinaus verwendeten Chemikalien wurden von der Firma Merck und Sigma bezogen. 

3.1.2. Material für die Immunhistochemie 

3.1.3. Material für die Zellisolierung und –kultur 

Reagenz Hersteller 
Amphotericin B -Biochrom 
bFGF = FGF-2 -Biochrom 
5-(and -6) carboxy SNAFL®-2, succinimidyl -Molecular Probes C-3062 
Cellfix™ -Becton Dickinson 
Complete™ -Boehringer 
L-Cystein -Sigma 
FCS -Biochrom 
Fibronektin (bovine) -Gibco BRL Life Technologies 
Gentamycin -Gibco BRL Life Technologies 
Herbimycin A -Sigma 
Insulin, bovine -Sigma 
Kollagenase IA, IV -Sigma (C-9891, C-5138) 
Natriumpyruvat -Biochrom 
Nifedipine -Sigma 
Papain -Sigma (P-3125) 
PBS w Ca2+, Mg2+ -Biochrom 

Reagenz Hersteller 
Aquatex  Merck 
BSA (bovines Serumalbumin) Boehringer 
Dimethylformamid   Merck 
Fluorescent Mounting Medium DAKO 
Proteinase K DAKO 
Kaninchen Anti Ziegen IgG, AP konjugiert -Biermann, #RA026 
Anti-Ziegen Ig, FITC konjugiert -DAKO 
Kaninchen IgG, Negativkontrolle -DAKO 
Ziege-Anti-Human Gas 6, (polyklonal) -Santa Cruz Biotechnology 
Ziege-Anti-Maus Mer, (polyklonal) -Santa Cruz Biotechnology 

Bezeichnung Hersteller 
Bottletop Filter (0,22μm Porengröße) Millipore 
Chamber Slides  Nunc 
Kulturschalen Costar 
Kulturschalen 96-Loch Greiner  
Cryo 1°C Freezing Container NalgeneTM

Pipettenspitzen, silikonisiert Biozym 
Schwarzbandfilter Nr. 589, 0.00002g Schleicher & Schüll 
Steriflip Vakuum Filter Becton Dickinson 
Zellsieb, 70μm, Nylon Falcon 
Zentrifugenröhrchen Polyallomer Beckman 
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3.1.4. Zellkulturmedien 

3.1.5. Geräte 

 

3.2. Zellkulturmedien und -supplemente 
3.2.1. Basalmedium F99 

as Basalmedium F99 besteht aus einer 1:1 Mischung von Medium 199 und Ham´s F12 Nutrient 

Mixture. Für die Herstellung wurden folgende Mengen der Pulvermedien abgewogen: 

 9.875 g/l Medium 199 

 10.625 g/l Ham´s F12 

Sie wurden dann in 2 Liter Aqua destillata gelöst und für 2 h gerührt. Nach Zugabe von: 

 3.375 g/l NaHCO3 

und weiterem Rühren sollte der pH-Wert bei 7.40 ± 0.05 liegen. War dies nicht der Fall, konnte mit 

NaOH 1 M oder HCl 1 M nachgestellt werden. Das Medium wurde anschließend sofort sterilfiltriert 

(Porengröße 0.22 µm) und bei +4 °C gelagert. 

3.2.2. Gewinnung von Chorioidea konditioniertem Medium (ChCM) 
Nach Präparation der Uvea aus humanen Spenderbulbi (siehe 3.2.2) und Inkubation in Kollagenase 

für 16 h wurde das uveale Gewebe in Medium F99 mit 1 % FCS (je 2 ml /Bulbus) überführt. Die Uvea 

wurde für weitere 4 Tage inkubiert, anschließend wurde das Gewebe abzentrifugiert (x100 g, 5 min) 

und der Überstand wurde als ChCM bei -20 °C gelagert (Engelmann, et al. 2004). 

 

 

Reagenz Hersteller 
D-MEM (Na-Pyr.,1000mg/L Glucose,#41966) -Gibco BRL Life Technologies 
Endothelial-SFM (mit L-Glutamin) -Gibco BRL Life Technologies 
Human Endothelial-SFM System (Kit) -Gibco BRL Life Technologies 
Ham's F12 (mit L-Glutamin, #21700)  -Gibco BRL Life Technologies 
Medium 199 (Earle´s Salzen, L-Glut,#31100) -Gibco BRL Life Technologies 

MEM (mit Earle´s Salzen, L-Glutamin, #31095) -Gibco BRL Life Technologies 

Bezeichnung Hersteller 
Coulter Particle Count + Size Analyser Z2 Beckman Coulter 
Doppelstrahl Spektralphotometer Shimadzu 
Einbettautomat  Shandon Citadel 2000 
Invertmikroskop Leitz Fluovert  Leica 
Kamerasystem MPS 51 Wild 
Homogenisator  Braun Melsungen 
Lyophilisator Lyovac GT2 + Concentrator Leybold Heraeus 
Minizentrifuge Centrifuge 5415 Eppendorf 
Multi-Loch Reader CytoFluor® Series 4000 PerSeptive Biosystems 
Ultrazentrifuge XL80  Beckman 
Zentrifuge Sorvall SA600 Sorvall   
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3.2.3. Herstellung von Retinaextrakt (RE) 
Die Herstellung erfolgte nach der Methode von Pfeffer et al. (1990). Dazu wurden 10 humane neuro-

sensorische Retinae aus Spenderbulbi in 50 ml PBS (Ca2+/Mg2+-frei) unter Zusatz von Proteasehem-

mern (Complete™ Protease Inhibitor Cocktail) auf Eis homogenisiert und das Homogenisat wurde bei 

4° C zwei Stunden vorsichtig geschwenkt. Dann wurde für 15 min bei 5000 x g zentrifugiert. Das Pellet 

wurde verworfen und das Zentrifugat weitere 45 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde 

erneut verworfen und das Zentrifugat sterilfiltriert und in Aliquots bei –20 °C eingefroren. Der so her-

gestellte RE ist 100x konzentriert. 

3.2.4. Wachstumsmedien F99RPE und F99RPE sine ChCM  
Die Wachstumsmedien F99RPE und F99RPE sine ChCM basieren auf dem von Sobottka-Ventura et al. 

(1996) entwickelten Medium zur Kultivierung humaner RPE Zellen und enthalten: 

 15  % ChCM (Chorioidea konditioniertes Medium; nur F99RPE) 

 10 % FCS (Fetal Calf Serum), fetales Kälberserum 

   1  mM Natriumpyruvat 

 1 µg /ml  Insulin  

 50 µg /ml Gentamycin 10 mg/ml 

   2,5  µg /ml Amphotericin B  

 ad 500  ml Basalmedium F99 

Für das Medium F99RPE sine ChCM wurde lediglich der ChCM Zusatz durch Basalmedium F99 er-

setzt. Das Medium F99RPE RE wurde aus F99RPE sine ChCM supplementiert mit 1 % RE hergestellt. 

3.3. Lösungen 
3.3.1. Bradford Reagenz (Bradford 1976) 
Für das Farbreagenz wurden: 

 100  mg Coomassie Brilliant Blue G250 

 50  ml 95 % Ethanol + 100 ml 85 % Phosphorsäure (w/v) 

mit H2O bidestillata auf 1 l aufgefüllt. Das Reagenz wurde mehrere Wochen bei 4 °C aufbewahrt. 

3.3.2. Photorezeptoren – Einfrierlösung 
Die Einfrierlösung zur Kryokonservierung isolierter Photorezeptoren (OS) bei -80 °C wurde nach der 

Methode von Finnemann et al. (1997a) hergestellt und besteht aus  

 10.0  mM  Phosphatpuffer Na2HPO3 / NaH2PO3 (pH 7.2) 

 0.1  mM  NaCl 

 2.5  %  Sucrose (w/v) 

Die Lösung (pH7.2) wurde durch einen Filter mit 0,22 μm Porengröße filtriert um sie zu sterilisieren. 

3.3.3. pH 9.0 Überdeckungslösungen 
Die pH 9.0 – Überdeckungslösung wurde nach der Rezeptur von Miceli und Newsome (1994) herge-

stellt. Die PBS Lösung wurde mit 24 mM NaHCO3 auf einen pH-Wert von 9.0 eingestellt und es wurde 

10 % Glyzerol hinzugegeben. Die Lösung wurde bei +4 °C gelagert. 
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3.3.4. Pucksche Lösung 
Die Lösung wurde nach der Rezeptur von Puck et al. (1958) wie folgt hergestellt: 

 130.0 mM NaCl 

 3.8  mM  KCl 

 0.6 mM MgSO4 

 0.1 mM CaCl2 

 0.1 mM Na2HPO4 

 0.6 mM KHPO4 

 14.3 mM NaHCO3
 

 5.6 mM Glucose 

Die Lösung (pH 8.0) wurde durch einen Filter mit 0.22 μm Porengröße filtriert, um sie zu sterilisieren. 

3.3.5. Pufferlösung für den Sucrosedichtegradienten 
Die Pufferlösung für den Sucrosedichtegradienten wurde nach Molday et al. (1987) hergestellt und 

enthält: 130  mM  NaCl 

 20 mM  Tris-HCl 

 10 mM Glucose 

 5 mM  Taurin 

 2 mM  MgCl2 

Die Substanzen wurden in aqua bidestillata gelöst. Für die Herstellung der einzelnen Gradienten wur-

den 20 %, 27 %, 33 %, 41 %, 50 % oder 60 % (w /v) Sucrose hinzugegeben. Mittels 1 M HCl wurde 

der pH-Wert auf 7.2 eingestellt. Die Lösungen wurden sterilfiltriert und bei +4 °C gelagert. 

3.3.6. EPON Gebrauchslösung für die Elektronenmikroskopie 
Für die EPON Gebrauchslösung wurden 2 Mischungen hergestellt: 

Mischung A (weich):     93 g  EPON 812  

  200 g  Eponhärter DDSA.  

Mischung B (hart):      75 g  EPON 812  

  66.5 g  Eponhärter MNA 

Beide Mischungen sind flüssig. Sie wurden mindestens 30 min gerührt und haben dann eine Woche 

bei +4 °C lichtgeschützt geruht. Für die fertige Gebrauchslösung wurden Mischung A und B zu glei-

chen Anteilen gemischt, mit 4,5 ml Epon Beschleuniger DMP30 versetzt und für 10 min gerührt.  

3.4. Zellkultur 
3.4.1. Humane primäre RPE Zellen 
3.4.1.1 Präparation und Isolierung 

Die Präparation der humanen Zellen erfolgte mit Spenderaugen Verstorbener, die nach der Einwilli-

gung zur Hornhautspende und /oder zu der Spende zu Forschungszwecken in der Hornhautbank der 

Universitätsaugenklinik Hamburg-Eppendorf (UKE) zur Verfügung standen.  
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Die modifizierte Zellisolierung und -kultivierung humaner primärer RPE Zellen basiert auf der Methode 

nach Engelmann und Valtink (2004). Nach Entfernung von Iris und Linse wurde der Glaskörper vor-

sichtig entfernt und der Bulbusbecher zum Nervus opticus halbiert. Die neurosensorische Retina wur-

de mit einer chirurgischen Pinzette entfernt und in Kryoröhrchen überführt, um dann bei –80 °C gela-

gert zu werden. Anschließend wurden die Choroideae mit anliegendem RPE vorsichtig mit chirurgi-

scher Schere und Pinzette gelöst (Abb. 2.1). Das Präparat eines Auges wurde in 2 ml PBS für 5 min 

gewaschen und dann in 2 ml einer Kollagenaselösung (Ia+IV, 1+1 Gemisch in Basalmedium F99, 

Gesamtkollagenase 1 mg/ml) für 2 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert; modifiziert nach Ventura et al. 

(1996). Anschließend wurde die Kollagenase enthaltende Zellsuspension mit 3 ml F99 + 10 % FCS 

versetzt, womit die Enzymreaktion gestoppt wurde. Danach wurde das Häutchen vorsichtig ge-

schwenkt, um lose anhaftende RPE Zellen abzulösen. Anschließend wurde das restliche Gewebe in 2 

ml Medium F99 + 1 % FCS überführt und für 4 Tage bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert, 

um konditioniertes Medium zu gewinnen (siehe 3.2.2). Die RPE Zellsuspension wurde abzentrifugiert 

(RT, 100 x g, 5 min). Das Pellet wurde in 4 ml F99RPE sine ChCM resuspendiert. Um möglichst homo-

gene Zellkulturen in Zellanzahl (dichte konfluente Monolayer) und Morphologie (keine Zellkonglomera-

te) zu erhalten wurden die Zellen vor der Aussaat durch ein 70 µm Zellsieb passiert. Die mikroskopi-

sche Untersuchung zeigte, dass es sich bei den so gewonnenen Zellen, um braun-schwarz pigmen-

tierte vereinzelte RPE Zellen handelte. Präparationen mit Anteilen von nichtpigmentierten Zellen (z.B. 

Fibroblasten) oder rotbräunlich pigmentierten Melanozyten wurden nur selten beobachtet und dann 

verworfen.  

Mit den bis dato zur Verfügung stehenden Techniken konnte keine Kontrolle über den Erhalt und/ oder 

den Status zellspezifischer Charakteristika in vitro durchgeführt werden. Die gewählten Zellkulturbe-

dingungen können aber eine erhebliche Rolle spielen in Bezug auf die Art der durchgeführten Studie 

(Feng, et al. 2003, Ham, et al. 1979, von Recum, et al. 1999). Die Vergleichbarkeit mit anderen Stu-

dien in der Literatur ist limitiert, solange keine einheitlichen Zellkulturbedingungen evaluiert und defi-

niert wurden. Studien, wie die von Hu und Bok (2001), Pfeffer (1990) und Miceli und Newsome (1996), 

stellen einen Anfang dar. In Bezug auf die Erforschung der Phagozytose im Allgemeinen und am RPE 

im Speziellen wurde in dieser Arbeit erstmals der Zusammenhang mit Zellkulturmedienbedingungen 

hergestellt. 

 

Abb.2.1: Präparation der Augen: Das anteriore Segment beste-

hend aus Kornea, korneoskleralen Ring, Iris und Linse wird 

entfernt durch eine kreisförmigen Schnitt im Bereich der Ora 

serrata. Im Anschluss wird die Retina nach Durchtrennung des 

Sehnervs entnommen. Die apikale Seite des retinale Pigmente-

pithels liegt nun frei zugänglich für die enzymatische Behand-

lung. 
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3.4.1.2 Zellkultur 

Nach 24 h Inkubation wurde das Medium mit den nicht adhärenten Zellen mit einer Pipette aufge-

nommen. Diese wurden auf vier neue mit Gelatine beschichtete Zellkulturplattenlöcher überführt und 

es wurden je 0,5 ml frisches F99RPE sine ChCM hinzugegeben. Dreimal wöchentlich wurde ein Medien-

wechsel vorgenommen, nicht adhärent Zellen wurden entfernt. Sobald die Primärkultur konfluent war, 

wurde sie für Versuche eingesetzt. Dazu wurden die Zellen erst durch ein Zellsieb passiert, um mög-

lichst dissoziierte Einzelzellen zu erhalten. Danach wurden diese in einer hohen Aussaatdichte ausge-

sät, um frühzeitig Konfluenz zu erhalten. Die Zellen wurden dafür zu 12.000 Zellen in 50 µl Medium 

pro Zellkulturschalenloch in eine mit Gelatine beschichtete 96-Loch Kulturplatte (0.316 cm2) ausgesät. 

Die Kulturen wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach etwa 24 h wurden vorsichtig weitere 50 µl 

Medium hinzupipettiert. Danach wurde ein Medienwechsel (50 µl pro Loch) dreimal pro Woche durch-

geführt. Nach 6 - 9 Tagen wiesen die Zellkulturen Konfluenz auf und wurden für die Untersuchungen 

eingesetzt (Abb. 2.2).  

Die Zellkulturen humaner retinaler Pigmentepithelzellen zeigten lichtmikroskopisch für diesen Zelltyp 

in vitro charakteristische morphologische Merkmale. Die Zellen waren unterschiedlich stark pigmen-

tiert, epitheloid bis hexagonal, wiesen verschiedene Zellgrößen auf und wuchsen im Monolayer. Zell-

kerne und Zellgrenzen waren gut abgrenzbar. Bereits bei der Proliferation der Zellen in Primärkultur 

war ein Verlust des Pigmentgehaltes zu beobachten. Ziel war es, die Zellen möglichst früh nach der 

Isolierung zu untersuchen. Weiterhin sollten folgende Bedingungen gewährleistet sein: möglichst ho-

mogene Zellkulturen in Zellanzahl (dichte konfluente Monolayer) und Morphologie (keine Zellkonglo-

merate).  

 

     
Abb. 2.2: Humane RPE Zellprimärkultur, wie sie für die 

Experimente verwendet wurden. Die in (A) dargestellte 

Kultur war 9 Tage nach Aussaat konfluent. Die Zellen 

sind teils noch pigmentiert, epitheloid und bilden einen 

Monolayer. In (B) und (C) sind Ausschnitte der Kultur in 

(A) bei 100facher Vergrößerung zu sehen. Es zeigte 

sich in (B) ein Areal mit RPE, die teilweise schwach 

oder nicht mehr pigmentiert sind. In (C) fanden sich 

Zellen im Bild oben, welche sehr stark pigmentiert und 

im Bild unten hingegen pigmentarm /-los waren. 
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3.4.2. Humane permanente RPE Zellen 
Eine in der Hornhautbank der Augenklinik des UKE etablierte (Abb. 2.3), mit dem Simian Virus 40 

(SV40) transfizierte (nicht-transformiert, permanent) RPE Zellinie (SV40-RPE), wurde in die Untersu-

chungen mit einbezogen (Bednarz, et al. 2000, Schellhorn, et al. 1999). Das verwendete Plasmid 

(pSVtsA58) enthält die genetische Information der large T- and small t-Antigene des SV40 sowie ei-

nen temperatursensitiven Promoter (Aktivierungs- 33°C, Deaktivierungstemperatur 37 °C). Die SV40-

RPE Zellen wiesen ein verstärktes Proliferationsverhalten in vitro auf; v.a. unter permissiver Inkubati-

onstemperatur von 33°C. Morphologisch stellten die Zellen sich größenhomogen dar, wiesen kein 

Pigment mehr auf und zeigten einen elongierten Phänotyp in Subkonfluenz und polygonale Morpholo-

gie in Konfluenz (Abb. 2.3).  

 
Abb. 2.3: Konfluente humane SV40-RPE Zellen zeigten eine polygonale Morphologie in vitro. 

Die in dieser Arbeit verwendete nicht-transformierte permanente Zellinie 309/97 GVO stammte von 

einer RPE Zelle einer 35 Jahre alten Spenderin. Die SV40-RPE Zellen befanden sich für die Experi-

mente in der 5. bis 10. Passage (etwa 20 bis 30 Populationsverdopplungen) entspricht. Zeichen der 

Seneszenz traten erst nach 40 CPD auf (Schellhorn et al., 1999). 

3.4.2.1 Zellkryokonservierung und -subkultivierung 

Die Zellkulturen wurden in 25 cm2 Zellkulturflaschen zur Proliferation bei 33 °C und 5 % CO2 in Medi-

um F99RPE sine ChCM inkubiert. Vor Konfluenz der Zellen wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die 

Zellen mit PBS Ca2+ /Mg2+-frei gespült und für 30 s mit Trypsinlösung (0.05 % Trypsin /0.02 % EDTA in 

PBS Ca2+ /Mg2+-frei) überdeckt. Dann wurde die enzymatische Lösung bis auf einen dünnen Film ab-

gesaugt und die Zellen für maximal 5 min bei RT inkubiert. Abgelöste Zellen wurden in 10 ml F99 + 5 

% FCS aufgenommen und bei 100 x g für 5 min zentrifugiert. Das Pellet wurde zur Subkultivierung auf 

4 neue gelantinebeschichtete 25 cm2 Zellkulturflaschen ausgesät.  

Für die Phagozytoseexperimente wurden die Zellen in F99RPE sine ChCM aufgenommen und in einer 

Dichte von 10.000 Zellen/ Loch in eine 96-Loch Zellkulturplatte ausgesät, die zuvor mit Gelatine be-

schichtet wurde. Nach 3 - 5 Tagen wiesen die Kulturen eine Konfluenz von etwa 80 % auf und wurden 
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für die Phagozytoseexperimente verwendet. Zur Kryokonservierung wurden die Zellen in 1 ml FCS + 

10 % DMSO in ein 2 ml Kryovial pipettiert und in einem Einfriergefäß (Nalgene™) zunächst mit einer 

Rate von –1 °C / min auf –80 °C gefroren und dann in flüssigen Stickstoff überführt. Zur Rekultivierung 

der Zellen wurden sie rasch aufgetaut und mit F99 + 5 % FCS einmal gewaschen, anschließend im 

Medium F99RPE sine ChCM aufgenommen und auf gelantinebeschichtete 25 cm2 Zellkulturflaschen 

ausgesät. 

3.4.3. RPE Zellen der RCS- und Kontroll Ratte 
3.4.3.1 Tierstämme und Tierhaltung 

Für einige Untersuchungen wurde das RPE von BDE-Ratten (Black hooded Duckrey-E3 rats;  He-

drich, 1990) als Kontrolle und von RCS- Ratten (Royal College of Surgeons rats; Bourne et al., 1939) 

als Tiermodell für eine vererbte Netzhautdegeneration isoliert und kultiviert. Die Tiere wurden freundli-

cherweise von Herrn Prof. Dr. rer. nat. Olaf Strauß (derzeit UKBF, Berlin; z.Z. UKE Hamburg) zur Ver-

fügung gestellt. Die Versuchstiere wurden in der Tierhaltung des UKBF bei 55 % Luftfeuchtigkeit, ei-

ner Raumtemperatur von 22 ± 2 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von je 12 h gehalten. Ad libitum 

wurde Haltungsfutter für Ratten und Wasser zur Verfügung gestellt. Im Alter von 8-11 Tagen wurden 

die Tiere mit CO2 getötet. Diese Methode entspricht den Euthanasieanforderungen für Versuchstiere 

(Laboratory Animals, 1996, 1997). Sofort nach Eintritt des Todes wurden die Augen der Tiere enuklei-

ert. 

3.4.3.2 Zellpräparation und -isolierung 

Die Zellkultur der Ratten-RPE  Zellen wurde modifiziert nach der Methode von Edwards (1977) ange-

legt. Die Augen wurden nach Entnahme über Nacht in sterilfiltrierter Puck'scher Lösung (plus Genta-

mycin 50 µg /ml und Amphotericin 250 µg /ml; Puck et al, 1958) bei Raumtemperatur inkubiert. Alle 

weiteren Schritte fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Zellverbände wurden durch Inkubation 

in 0,1 % Trypsin in Puck'scher Lösung (Ca2+ /Mg2+-frei) bei 37 °C für 35 min voneinander gelöst. Die 

Augen wurden dann in Medium Ham´s F10 (Ham, 1963) + 20 % FCS, + Gentamycin 50 µg /ml, + 

Amphotericin 250 µg /ml überführt, wodurch die Trypsinreaktion gestoppt wurde. Anschließend erfolg-

te die Präparation des RPE unter einem Binokularmikroskop: Die Augen wurden durch einen kreis-

förmigen Schnitt unterhalb der Ora serrata eröffnet und der vordere Abschnitt des Auges, sowie Glas-

körper und neurosensorische Retina entfernt, so dass das RPE freilag. Mit Hilfe einer chirurgischen 

Pinzette wurde das RPE von der Bruch´schen Membran abgelöst und in Medium Ham´s F10 über-

führt. Durch wiederholtes pipettieren wurden die Zellen vereinzelt und anschließend durch ein 70 µm 

Zellsieb gegeben. In der Neubauerkammer wurde dann die Zellzahl bestimmt. Man erhält circa 

150.000 – 180.000 Zellen pro Bulbus. 

3.4.3.3 Zellkultivierung 

Die Zellen wurden mit einer Aussaatdichte von 12.000 Zellen pro Loch und 50 µl Medium F99RPE sine 

ChCM in eine mit Gelatine beschichtete 96-Loch Kulturplatte ausgesät. Die Kulturen wurden im Brut-

schrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach etwa 24 h wurden vorsichtig weitere 50 µl Medium 

hinzupipettiert. Medienwechsel (50 µl / Loch) wurden dreimal pro Woche durchgeführt. Nach 7 - 8 

Tagen wiesen die Zellkulturen eine Konfluenz von etwa 80 - 90 % auf und wurden für die Untersu-

chungen eingesetzt. Die Kultivierung der Ratten-RPE Zellen war unter den gleichen Bedingungen wie 
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der humane RPE Zellen möglich. Die kultivierten RPE Zellen der RCS- und Kontrollratten wiesen 

lichtmikroskopisch eine polygonale Gestalt auf.  

3.5. Immunhistochemische Färbungen 
3.5.1. Gewebeschnitte 
3.5.1.1 Gewebefixierung und -bearbeitung 

Humane Bulbi von Spendern wurden aus dem Rechtsmedizinischen Institut der Universität Hamburg 

erhalten. Diese wurden in der histologischen Abteilung der Augenklinik der Universität Hamburg in 

neutralgepufferten 0%igen Formalin für 3 Tage fixiert. Innerhalb von 12 h wurden die Bulbi in den Ein-

bettautomaten eingebracht, wo sie in aufsteigender Ethanolreihe (80%, 96% und 100%) sowie Trich-

lormethan dehydriert, geklärt und mit flüssigem Paraffin (60 °C) zu Blöcken eingebettet wurden. Am 

Rotationsmikrotom wurden 4 μm dicke Paraffinschnitte angefertigt, die mindestens 1 Stunde bei 60 °C 

getrocknet wurden. Die Paraffinschnitte wurden mir von der histologischen Abteilung der Augenklinik 

Hamburg zur Verfügung gestellt. 

3.5.1.2 Gewebevorbereitung für die Färbung 

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

spült und in einem zweiten für 30 min entparaffiniert. Der Vorgang des Rehydrierens umfasste eine 

Spülung und darauffolgende Inkubationen von jeweils 5 min in einer absteigenden Ethanolkonzentra-

tionsreihe. Begonnen wurde mit absolutem Ethanol, dann 96 %igen und 80 %igen Ethanol. Ein 5 mi-

nütiges Bad in Aqua destillata beendete die Vorbereitung. Eine zu starke Fixation des Gewebes mit 

Formalin verursacht die Bildung übermäßiger Aldehydvernetzungen, die die Gewebsantigene maskie-

ren und damit die Bindung von Primärantikörpern verhindern. Um dieses auszuschließen, wurden die 

Gewebeschnitte mit Proteinkinase K Lösung für 30 min bei RT vorbehandelt. Anschließend erfolgte für 

10 min eine Inkubation in PBS mit 5 % BSA, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. 

3.5.1.3 Färbung nach der enzymmarkierten Streptavidin-Biotin-Methode 

Diese Technik basiert auf der Methode nach Hsu et al. (1981), die die starke Affinität von Streptavidin 

für Biotin (Dissoziationskonstante 10-19) ausnutzt. Voraussetzung ist ein biotinylierter Zweitantikörper. 

Das mit der alkalischen Phosphatase markierte Streptavidin bindet an das Biotin des zweiten Antikör-

pers. Ein Chromogen, hier Fuchsin, wird durch das Enzym umgesetzt und zeigt eine Rotfärbung (Abb. 

2.4). Der Gewebeschnitt wurde für je 30 min erst mit dem Primärantikörper (1:20, 1:50, 1:100 in PBS 

mit 0,5 % Serum) und nach dreimaligem (á 3 min) PBS spülen dann mit dem Sekundärantikörper (1 

μg /ml) inkubiert.  

 
Abb. 2.4: Schema der Streptavidin-Biotin-Methode 

Dann wurde für maximal 10 min mit dem Substrat Fuchsin inkubiert. Als Gegenfärbung diente Häma-

toxylin, von welchem je ein Tropfen auf die Zellkultur gegeben wurde. Nach 1 minütiger Inkubation 
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wurde mit Aqua destillata gespült. Das Präparat wurde in Aquadex eingedeckelt. Alle Schritte wurden 

bei RT durchgeführt. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer, um eine Austrocknung des 

Präparates zu verhindern. 

3.5.2. Zellkulturen 
Die Zellkulturen wurden in 96-Loch Kulturplatten angelegt. Bei Subkonfluenz wurden die Zellen mit 

kaltem PBS (w Ca2+ /Mg2+) dreimal gespült und anschließend mit 50 mM Glyzinpuffer pH 2.0 in 70 % 

Ethanol bei -18 °C für 10 min fixiert. Die Zellen wurden dreimal mit kaltem PBS mit 1 % (v /v) FCS 

gespült und für 30 min mit dem primären Antikörper inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten (á 3 

min) wurde mit dem Sekundärantikörper für 30 min bei RT inkubiert. Die Zellenkulturen wurden an-

schließend mit PBS überdeckt und Licht- oder Fluoreszenzfotographisch dokumentiert. Als primäre 

Antikörper wurden Immunglobuline vom Typ G aus der Ziege gegen humanes Mer (1:20, 1:50, 1:100) 

und gegen humanes Gas-6 (1:20, 1:50, 1:100) verwendet. Als Negativkontrolle wurde kein Primäranti-

körper hinzugegeben. Der verwendete sekundäre Antikörper (aus dem Kaninchen) reagierte mit IgG 

der Ziege (1 μg /ml) und war mit alkalischer Phosphatase konjugiert. 

3.6. Prozessierung von Photorezeptoraußensegmenten 
3.6.1. Isolierung von Photorezeptoraußensegmenten (OS) 
Porcine retinale Photorezeptoraußensegmente (OS) wurden mittels Homogenisation, anschließender 

Dichtegradientenultrazentrifugation und abschließender Filtration isoliert. Es wurden Methoden aus 

der Literatur verwandt (Daemen 1973, Krebs, et al. 1977, McConnell 1965, Papermaster 1982) und 

modifiziert. Licht- und elektronenmikroskopische Kriterien dienten der Identifikation der erfolgreichen 

OS Isolation. 

3.6.1.1 Präparation der Retinae 

Die Retinae wurden aus Schweineaugen, welche von der Großschlachterei Böhrs in Buxtehude bezo-

gen wurden, entnommen. Die Bulbi wurden vom Muskelgewebe entfernt und in einer Betaisodonalö-

sung in PBS 1:5 für max. 10 min desinfiziert und zweimal mit PBS gespült. Von nun an wurden alle 

folgenden Schritte unter sterilen Bedingungen durchgeführt. Mit einem Skalpell wurde im korneoskle-

ralen Übergang ein Schnitt gesetzt und von dort aus mit einer gebogenen Augenschere zirkulär unter-

halb der Ora serrata umschnitten. Die Kornea mitsamt Ziliarkörper wurde verworfen. Die Retina wurde 

mit einer Pinzette unterhalb der Papille aufgenommen und mittels einer Schere abgetrennt. Pro Tag 

wurden etwa 100 bis 200 Retinae präpariert und bei 20 °C maximal 5 Tage gelagert. Aus 500 oder 

1000 gepoolten Retinae wurden dann die Photorezeptoraußensegmente (OS) isoliert. 100 Retinae 

entsprachen ungefähr 25 ml und wurden für einen Durchlauf des Isolierungverfahrens verwendet. Die 

Retinae wurden langsam bei 25 °C aufgetaut. 

3.6.1.2 Homogenisation 

Die Retinae wurden in einem Glashomogenisator (Fassungsvermögen 30 ml) behandelt. Auf diese 

Weise werden die Photorezeptoraußensegmente mechanisch am Innensegment des Photorezeptors 

abgetrennt. Eine Tablette CompleteTM zur Proteaseinhibition wurde in 5 ml einer 20 %igen (w /v) Suc-

rosegradientenlösung gelöst und zu den Retinae hinzugegeben, um unspezifischen Proteinverdau zu 

limitieren. Je nach Homogenisator und Präparator sind unterschiedliche Anzahlen an Homogenisati-

onszyklen (ein Zyklus entspricht einer Auf- und Abbewegung des Stempels im Homogenisator) be-
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schrieben. In einem Vorversuch wurde mit je 3, 4, 5 und 6 langsamen Auf- und Abbewegungen des 

Homogensatorstempels das Gewebe homogenisiert. Bei der hier verwendeten Technik stellte sich 

heraus, dass 5 Zyklen notwendig waren. Bei weniger Zyklen fanden sich vermehrt Akkumulate im OS 

Isolat, welche bei weiterer Filtration verloren gingen. Das führte zu einer geringeren OS Ausbeute pro 

Retina und starken Schwankungen im Verhältnis von Proteinmengen zu OS Anzahl (siehe Anhang 

8.3.1; Tab.: Präparationsnummer 1 bis 5). 

3.6.1.3 Dichtegradientenultrazentrifugation 

In 6 Ultrazentrifugenröhrchen (Beckman Polyallomer, 38.6 ml Fassungsvermögen) wurde ein Sucro-

sedichtegradient, beginnend mit 20 % unterschichtet mit 27 %, 33 %, 41 %, 50 % und 60 % Sucro-

segradientenlösung á 4 ml erstellt. Dazu wurde eine Spritze mit Gummikolben zur feineren, langsame-

ren Dosierung verwendet. An die Spritze wurde ein auf 5 cm gekürzter Perfusorschlauch angeschlos-

sen. Vom Homogenisat wurden vorsichtig 5ml auf den Gradienten pipettiert.  

 
Abb.2.5: A) Sucrosedichtegradient mit retinalem Homogenisat nach Ultrazentrifugation. In der obersten dunkel-

orangefarbenen Bande finden sich lichtmikroskopisch die in Abbildung B) und elektronenmikroskopisch in Abbil-

dung 2.6 dargestellten Photorezeptoraußensegmente. 

In einer Beckman XL80 Ultrazentrifuge (Beckman für Rotor SW28) wurde für 1 Stunde und 10 min bei 

28´000 rpm (141´371 g) zentrifugiert. Es wurde keine Bremsfunktion verwendet. Nach der Zentrifuga-

tion fand sich ein kräftiger orangefarbener Überstand (Abb. 2.6) von 5 -6 ml pro Zentrifugenröhrchen. 

Dieser wurde mittels Kunststoffpipette aufgenommen. Der gewonnene Überstand wurde durch sterile 

Schwarzbandfilter filtriert, um Akkumulate oder mögliche Verunreinigungen aus dem Grenzbereich der 

beiden obersten Gradienten zu entfernen. 

3.6.1.4 Aufbewahrung der OS  

Das Filtrat wurde 1:5 mit einem 0.02 M Tris-Puffer, pH 7.2 verdünnt und auf 8 sterile Zentrifugenröhr-

chen eines SA600 Rotors verteilt und in einer Sorvall Zentrifuge bei 13´000 g für 10 min zentrifugiert. 

Der Überstand wurde abgesaugt und das Pellet aus OS in 25 ml OS Einfrierlösung (siehe 3.2 Lösun-

gen) resuspendiert. Portioniert á 1 ml in Kryovail wurden die Photorezeptoraußensegmentsuspensio-

nen unter Verwendung eines NalgeneTM Cryo 1 °C Freezing Container bei -80 °C gelagert. 
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3.6.2. Qualitätskontrolle der OS 
3.6.2.1 Licht- und Elektronenmikroskopie 

Die gewonnen OS wurden im Wasserbad bei 25 °C aufgetaut und bei 10´000 g in einer Minizentrifuge 

pelletiert und in 50 %iger Sucrosegradientenlösung resuspendiert. Durch Zugabe von 0.02 mM Tris-

Puffer (pH 7.2) oder mehr Sucrosegradientenlösung ließ sich die Größe und Form der OS etwas vari-

ieren. Es wurde bei 1000 facher Vergrößerung mit Ölimmersion mikroskopiert. Lichtmikroskopisch 

zeigten sich bei entsprechender Aufbereitung vorwiegend intakte und vereinzelte Photorezeptorau-

ßensegmente. Es konnten keine Unterschiede vor und nach einer Kryokonservierung beobachtet wer-

den. Intakte OS sind sensitive Osmometer (Godchaux, et al. 1979, Korenbrot, et al. 1973). In hype-

rosmolarer Lösung ziehen sie sich zusammen und sind somit besser darstellbar. Es konnte beobach-

tet werden, dass bei sucrosefreien Lösungen die OS ihre ursprüngliche Form verloren und kugelig 

wurden. Teilweise waren die OS dann nicht mehr sichtbar. Eine Lagerung der OS bei -80°C in der 

verwendeten Photorezeptoreinfrierlösung nach Finnemann (1997a) zeigte lichtmikroskopisch keinen 

nachteiligen Einfluss auf die Photorezeptormorphologie. 

   
Abb. 2.6: Elektronenmikroskopische Bilder einer Präparation von Photorezeptoraußensegmenten (OS). A) OS im 

horizontalen Anschnitt. Intakte OS mit eingeschlossen Disks (rote kreisförmige Markierung) sowie OS Membran-

fragmente sind vorhanden. Es konnten keine anderen Zellbestandteile oder Organellen identifiziert werden. 

Zur weiteren Validierung der isolierten OS wurden diese elektronenmikroskopisch untersucht. Die 

Untersuchungen wurden in den Laboren von Prof. Schäfer am Institut für Pathologie des Universitäts-

klinikum Hamburg Eppendorf von mir durchgeführt. Die Gewebeaufbereitung erfolgte nach den Stan-

dardmethoden wie folgt. Die OS wurden in 1ml frisch angesetzter Lösung aus 2.5% Glutaraldehyd mit 

0.1M Cacodylatpuffer (1:9, 4 °C und pH 7.3) für 2h fixiert. Dann wurde dreimal mit 1 ml 0.1 M Cacody-

latpuffer mit 7.5 % Sucrose gespült. Zur Osmiumfärbung wurden 500 µl einer Lösung aus 2 % OsO4 

mit 0.1 M Cacodylatpuffer (1:1) im Dunkeln bei Raumtemperatur für 1 h nachfixiert. Abermals wurde 

dreimal mit Puffer gespült und dann in mittels aufsteigender Ethanolreihe dehydriert. Die OS wurden 

in Propylenoxid zweimal für 15 min inkubiert. Am nächsten Tag wurden die OS mit EPON Gebrauchs-

lösung eingebettet. Semidünnschnitte wurden unter dem Lichtmikroskop untersucht. Ultradünnschnitte 

(40 nm) wurden mit einem Microtom (Leitz, Germany) hergestellt, auf ein Kupfernetz gegeben und mit 

Bleicitrat in 70 % Methanol kontrastiert. Die Schnitte wurden in absteigender Ethanolreihe rehydriert, 

luftgetrocknet und unter einem Elektronenmikroskop (Phillips, Germany) untersucht. Elektronenmikro-
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skopisch fanden sich Partikel in der obersten Bande des Sucrosedichtegradienten mit der für Photore-

zeptoraußensegmente (OS) typischen Struktur. Das OS bestand weitgehend aus einer vertikalen An-

ordnung von dichtgepackten flachgedrückten Vesikeln, so genannten Disks. Die gesamte Struktur war 

umgeben von einer Plasmamembran. 

3.6.2.2 Partikelzählung und Proteinbestimmung  

Unter Verwendung eines Coulter Particle Count und Size Analyser Z2 (Beckman Coulter, USA) wurde 

die Anzahl und mittlere Größe der OS ermittelt (Tab.1). Dazu wurden 2, 3, 4 und 5 ul des Isolates in 

20 ml frisch sterilfiltrierte Isoton II. Lösung (Becton Dickinson) gegeben. Der im Gerät integrierte Rüh-

rer wurde während den Messungen auf langsamer Geschwindigkeit verwendet. Es wurde eine Meß-

kapillare mit einer Öffnung von 50 μm verwendet. Das Meßvolumen wurde auf 100 ul eingestellt. Die 

unterste Grenze der noch gezählten Partikelgröße betrug 1,084 μm im Durchmesser. Nach oben wur-

de keine Größe festgelegt, da das Gerät eine Graphik zur Größenverteilung erstellt. Es wurde zur 

Leerwertermittlung die entsprechende Menge an reiner OS Einfrierlösung in 20 ml Isoton II. gegeben. 

Die Meßwerte wurden je fünfmal ermittelt und der Mittelwert berechnet. Als endgültige Größe wurde 

der Mittelwert aus den jeweiligen Verdünnungen berechnet. Aus Messungen an 14 Präparationen 

wurden ein Mittelwert von 90,7 x 106 OS / Retina mit einer Standardabweichung von ± 34,0 x 106 OS 

/Retina ermittelt. Nach der Methode von Bradford (1976) wurde die OS Proteinmenge bestimmt (Tab. 

im Anhang 8.3.1) 

Zu 100 ul der Proteinlösung mit bis zu 100 μg Protein wurden 5 ml der Bradford Reagenz (siehe 3.2 

Lösungen) gegeben und leicht geschwenkt. Nach 5 min im Dunkeln bei Raumtemperatur wurde die 

Extinktion bei 595nm gegen eine Referenz aus Aqua destillata gemessen. (Shimadzu, UV-200, Doub-

le Beam Spektraphotometer) Eine Eichgerade (0, 10, 20, 40, 60, 80, 100 μg) wurde mittels einer Lö-

sung aus Rinderserumalbumin erstellt. Es ergaben sich im Mittel 63 µg Protein pro Retina mit einer 

Standardabweichung von ± 17,75 µg /Retina in 14 Präparationen mit 5 Homogenisationszyklen. 

Zusammengefasst bedeutet das, dass man mit einer Retina somit theoretisch etwa 18 Löcher einer 

96-Loch Kulturschale mit der für ein Phagozytoseexperiment ermittelten notwendigen Menge OS be-

schicken könnte. Bei der Vorbereitung der Experimente war jedoch ein erheblicher Verbrauch für die 

OS Zählung zu verzeichnen, welche vor jedem Experiment als Kontrolle erfolgte. Desweiteren war für 

die SNAFL®-2 Färbung eine größere Menge an OS aufzuwenden, als in den meisten Experimenten 

verbraucht werden konnte. 

3.7. Messung der Phagozytose 
3.7.1. Einführung 
In den 60er Jahren wurden die ersten Untersuchungen zur Phagozytose des retinalen Pigmentepithe-

lium (RPE) durchgeführt. Bis heute sind eine ganze Reihe an unterschiedlichen Methoden entwickelt 

worden, um diese zu beobachten und zu quantifizieren. Für die Durchführung dieser Arbeit sind be-

kannte Techniken aufgegriffen worden und in eine neue Zusammenstellung gebracht worden. Im Er-

gebnisteil wird dies unter 4.1 näher erläutert und im Diskussionsteil unter 5.1 erörtert. Die Phagozyto-

se von RPE Zellen wurde in einem Zellkulturmodell untersucht. Isolierte fluoreszenzmarkierte Photo-

rezeptoraußensegmente wurden mit RPE Zellen in vitro inkubiert. Eine Quantifizierung wurde mittels 

Zytofluorometerie sowie Durchflusszytometrie durchgeführt. 
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3.7.2. Fluoreszenzmarkierung der OS 
3.7.2.1 Einführung 

In den ersten Experimenten zur Verfolgung der Phagozytose von OS in vivo wurden radioaktive Mar-

kierungen verwendet (Edwards 1991, Gregory, et al. 1991, Laird, et al. 1988, Philp, et al. 1988, Young 

1967, 1971). Später erfolgten die ersten Studien mit in vitro kultivierten RPE Zellen, wobei eine Detek-

tion der OS erst nach Inkubationsende durch Doppel- /Immunofluoreszenztechniken erzielt wurde 

(Boyle, et al. 1991, Chaitin, et al. 1983b, Finnemann, et al. 1997a, Hall 1978, Hall, et al. 1987, McLa-

ren, et al. 1993). Erst in den 90er Jahren wurden FITC gekoppelte OS verwendet (McLaren, et al. 

1993, Miceli, et al. 1994). Miceli und Newsome waren die ersten, die den Fluoreszenzfarbstoff 5-(und-

6)-carboxy SNAFL®-2 (succinimidyl ester, mixed isomers)2, ein FITC Derivat verwendeten. Es handelt 

sich um einen fluoreszierenden pH Indikator mit einem Anregungsbereich im sichtbaren Licht. Dabei 

weist er zwei Emissions- und Exzitationsbereiche auf. Die protonierte Form (pH 6.0) ist stärker fluo-

reszent und wird selektiv zwischen 450 – 490 nm Wellenlänge angeregt mit einer Emission bei 530 

nm. Die unprotonierte Form (pH 9.0) wird bei 568 nm angeregt mit einer Emission bei 650 nm. Mit 

Proteinen bildet sich eine sehr stabile Amidbindung, wobei der Farbstoff mit nichtprotonierten aliphati-

schen Amingruppen, inklusive dem Aminoterminus von Proteinen und der Aminogruppe von Lysinen 

reagiert (Whitaker, et al. 1991). SNAFL®-2 konjugierte Peptide wurden unter anderem dazu benutzt, 

um Rezeptorbindung und –internalisierung unter Verwendung eines Durchflusszytometer zu studieren 

(Fay, et al. 1994). Desweiteren wurde es zur Messung der Phagozytose von OS mittels Durchflusszy-

tometrie eingeführt, wobei eine Messung der angebundenen OS bis dato nur durch manuelles Zählen 

im Lichtmikroskop möglich war (Miceli, et al. 1994).  

3.7.2.2 Versuchsdurchführung 

Die entsprechende Menge OS wurden im Wasserbad bei 25 °C aufgetaut und bei 10´000 g in einer 

Minizentrifuge pelletiert. Für die Färbung von 1 mg Photorezeptoraußensegmenten wurden diese in 

500 μl eines 100 mM Natrium-Phosphatpuffer (pH 8.0 mit 100mM Natriumchlorid) aufgenommen.  

100 μg SNAFL®-2 wurden in 10 μl wasserfreiem Dimethylformamid gelöst. Beide Lösungen wurden 

zusammen gegeben und für 1 h im Dunkeln auf einem Schüttler (Eppendorf) bei 4 °C inkubiert. An-

schließend wurden die OS dreimal mit dem Natrium-Phosphatpuffer gespült. Die nun als Pellet vorlie-

genden OS sind SNAFL®-2 markiert. 5.0 x 106 OS pro 96er Loch beziehungsweise je 100 μl wurden 

für die Inkubation verwendet. Die markierten OS wurden binnen 24 h für Experimente verbraucht. Die 

SNAFL®-2 gefärbten OS zeigten im Zytofluorometer gemessen eine konzentrationsabhängige Fluo-

reszenz bei einer Extinktion (Ex) von 485 ± 10nm und einer Emission (Em) von 580 ± 25nm in Ge-

genwart von einem Puffer mit pH-Wert 6.0, welchem dem Zustand der phagozytierten OS entspricht 

(Abb. 2.8). In Gegenwart von einem Puffer mit pH-Wert 9.0, welcher in allen Experimenten Verwen-

dung fand, um extrazellulär gebundene OS von phagozytierten unterscheiden zu können, ist nur eine 

geringfügige OS konzentrationsabhängige Zunahme der Fluoreszenz zu verzeichnen. Die Fluores-

zenz SNAFL®-2 markierter OS bei pH-Wert 9.0 kann nur mit einer anderen Filterkombination (Ex 560 

±10nm, Em 645 ± 20nm) erfasst werden. 

                                                      
2SNAFL = Seminaphthofluoreszein; SNAFL®-2 = 5-(and-6)-carboxy, succinimidyl ester; C29H16ClNO9, Mw: 557.90 
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Abb. 2.7:  Fluoreszenz SNAFL®-2 markierter OS in unterschiedlichen Lösungen. 

3.7.3. Inkubation der Zellen mit OS 
Für die unterschiedlichen Experimente wurden verschiedene Methoden gewählt, um die OS hinzuzu-

geben. So wurde in den Versuchen zum Einfluss von Basalmedien auf die Phagozytose die OS in 

einer Konzentration von 5.0 x 106 OS /μl in PBS (Ca2+ /Mg2+-frei) mit einem Mikroliter pro 96er-Loch 

hinzupipettiert. In den Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Zellkulturmedienzusätze, sowie 

dem Einfluss verschiedener Pharmaka, wurden die Photorezeptoren im jeweils mit 5.0 x 106 OS 

(≈1.5 x107 OS /cm2) in 50 μl des verwendeten Basalmedium aufgenommen und ad 50 μl auf die Zellen 

gegeben. Mit Basalmedium und Zusätzen wurden dann weitere 50 μl pro 96er-Loch hinzupipettiert. 

3.7.4. Zytofluorometer Technik 
3.7.4.1 Einführung 

Das Zytofluorometer erlaubt die Intensitätsmessung mehrer Fluorochrome unterschiedlicher Fluores-

zenzbereiche in einer Zellkulturschale. Die mit SNAFL®-2 markierten Photorezeptoren emittieren im 

Licht im Grünbereich (Ex 485±10nm; Em 580±25nm), wenn sie als Phagolysosom (Lysosome weisen 

einen sauren pH Wert auf) im Zellinneren vorliegen (Miceli, et al. 1994).  

Sind die Photorezeptoren jedoch noch außerhalb der Zelle an die Membran gebunden, so findet sich 

ein Licht im Orangegelbbereich (Ex 560±10nm, Em 645±20nm), wenn die Zellkultur mit einem Puffer 

von pH 9.0 überdeckt ist.  

Die Intensitäten beider Fluoreszenzbereiche können in zwei aufeinander folgenden Schritten bei un-

terschiedlichen Filterkombinationen gemessen werden. Zusätzlich wurde in einem 3ten Schritt das im 

Blaubereich (Ex 360±40nm, Em 480±40nm) emittierte Licht der DAPI gefärbten Zellkerne ermittelt. 

3.7.4.2 Prinzip 

Das für die Experimente verwendete Zytofluorometer mit Temperatursteuerung (CytoFluor™ II, Ap-

plied Biosystems, USA) basiert auf einer Photoröhre in einer lichtgeschützten Messkammer. Diese 

wandelt ein sehr schwaches Lichtsignal (z.B. Zellfluoreszenz) in ein elektrisches Signal um und ver-

stärkt es um mehrere Größenordnungen. Die Sensitivität liegt bei >8 femtomol /Loch Fluoreszein. Die 

Verwendung verschiedener Exzitations- und Emissionsfilter ermöglicht die Messung unterschiedlicher 

Fluoreszenzbereiche (Abb. 2.8). 



       3. Material und Methoden 

31. 

3.7.4.3 Beschreibung des Messplatzes 

Der Messplatz besteht aus dem Zytofluorometer selbst und einem angeschlossenem Computer. Die 

Computersoftware Cytofluor (Applied Biosystems, USA) wurde zur Steuerung des Gerätes und zur 

Datenerfassung verwendet. Der Messplatz befand sich in einem abgedunkelten Raum. 

3.7.4.4 Versuchsdurchführung 

Nach dem für das jeweilige Phagozytoseexperiment festgelegten Inkubationszeitraum wurde die 96-

Loch Zellkultur aus dem Inkubator genommen. Die Zellen wurden zweimal mit 50 μl PBS (mit Ca2+ 

/Mg2+) pro Loch gespült. Bei den transfizierten Zellen war größere Vorsicht geboten. Um nicht den 

Zelllayer mit dem Flüssigkeitsstrahl aus der verwendeten Multipipette (Eppendorf) zu beschädigen 

wurde gegen die Wandung des jeweiligen Zellkulturschalenloches pipettiert. Nun wurden die Zellen 

mit 100 μl einer 100 μM 4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride (DAPI) Lösung in deionisiertem 

Wasser für 5 min überdeckt. DAPI ist eine klassische Kern- und Chromosomgegenfärbung, welche 

spezifisch an doppelsträngige DNS bindet. In diesem Assay diente sie dazu, die gleichmäßige Anzahl 

an Zellen pro Zellkulturschalenloch in jedem Experiment zu überprüfen. Anschließend wurde abermals 

zweimal wie oben beschrieben gespült. Daraufhin wurde nochmal zweimal mit 50 μl der pH 9.0 Über-

deckungslösungen gespült und anschließend mit 10 μl überdeckt. Die außen an der Zelle angehefte-

ten OS emittierten nun orangegelbes Licht, die intrazellulären nach wie vor grünes (Abb. 2.8). Die 

Zellkulturschale wurde nun in den abgedunkelten Raum gebracht. Dort wurde sie ohne Zellkulturscha-

lenabdeckung in den Zytofluormeter geladen. Die Zellen wurden 5 min vor jeder Messung in der Dun-

kelheit gelassen, damit eine zuvorige Erregung durch Lichtexposition im Zellkulturlabor abklingen 

konnte. Dann wurde das Zytofluormeter über die Software am Computer gestartet und die Messung 

nach einem festgelegten Protokoll durchgeführt. Die Zellen wurden dazu dreimal mit den pH 6.0 Ü-

berdeckungslösungen gespült und mit 10 μl überdeckt belassen. Am Lichtmikroskop stellten sich nun 

alle OS grün dar (Abb. 3.2). Nach 5 min in Dunkelheit wurde die zweite Messung nach dem gleichen 

Protokoll durchgeführt. Auf diese Weise ist eine Bestimmung der Gesamtmenge der im Assay befind-

lichen fluoreszenzmarkierten OS (angebundene und aufgenommene) möglich. 

      
Abb. 2.8: (links) Prinzip des Zytofluorometers: (1=UV-Lampe, 2=Exzitationsfilter, 3=Exzitationslicht eines ge-

wünschten Wellenlängebereichs, 4=Zellkulturplatte mit 96-Loch, 5=konfluente Zellkultur, 6=Exzitation und Emis-

sion des Fluorchroms, 7=Emissionslicht vor dem Emissionsfilter, 8=Messung des gefilterten Emissionslichts 

durch einen Photomultiplier), 9=Computer mit Software zur Datenerfassung und Auswertung. (rechts) Schema 

der verwendeten Fluoreszenzmarkierungen im Phagozytoseassay: Die an die RPE Zellen angehefteten OS be-

finden sich in einer Pufferlösung mit einem pH von 9.0. SNAFL®-2 emittiert dabei ein orangegelbfarbenes Licht. 

Die phagozytierten und mit Lysosomen (pH 6.0) fusionierten OS emittieren ein grünliches Licht. Aufgrund der 

DAPI gefärbten doppelsträngigen DNS emittiert der Zellkern Licht im Blaubereich. (hv = Lichtquelle, ROS = rod 

outer segment = Photorezeptoraußensegment, Nukleus = Zellkern).  
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Im letzten Schritt wurden die Zellen lichtmikroskopisch angeschaut, um eine eventuellen Zellverlust 

oder die Verletzung des Zellmonolayers zu dokumentieren. Dann wurden die Daten auf grosse Aus-

reißerwerte durchgesehen und die entsprechende Zellkultur lichtmikroskopisch untersucht auf Photo-

rezeptoraußensegment, Zellakkumulate oder sonstige Artefakte untersucht und ggf. dokumentiert. 

3.7.4.5 Datenerfassung und Auswertung 

Jedes Zellkulturschalenloch wurde automatisiert im Zytofluorometer einzeln gemessen. Dazu wurde 

der erregende Lichtpuls zentral im Zellkulturschalenloch appliziert und die Emission gemessen. Eine 

Messung bestand aus 40 Lichtpulsen und der jeweiligen Emissionsmessung. Der Mittelwert wurde 

vom Computer errechnet und aufgezeichnet. Zum Großteil der Experimente wurden 8 Zellkulturlöcher 

für die Untersuchung eines Parameters verwendet. So wurden immer entsprechende Zellkulturen mit 

unmarkierten OS als Negativkontrolle bzw. zur Messung des Hintergrundsignals erfasst. Die Weiter-

bearbeitung der Daten erfolgte in Microsoft Excel. Der Mittelwert, der Median, die Standardabwei-

chung und der SEM (Standardfehler des Mittelwertes) aller Messwerte eines Parameters wurden er-

rechnet und dann die Negativkontrolle abgezogen. Zur Vereinfachung wurden die Ergebnisse zu einer 

jeweils entsprechenden Bezugsgröße prozentual dargestellt.  

3.7.5. Durchflusszytometer Technik 
3.7.5.1 Einführung 

Einige der in dieser Arbeit durchgeführten Experimente wurden anhand der Durchflusszytometrie 

(FACS) durchgeführt. Dadurch sollte die in dieser Arbeit entwickelte Methode der Zytofluorometrie 

verifiziert werden. Der Nachteil der FACS Methode ist die alleinige Messung der OS Aufnahme, da bei 

der Vorbereitung (Einzelzellsuspension) die an Zellen angebundenen OS verloren gehen. Ein Vorteil 

der FACS Methode ist die Einzelzellerfassung, wodurch man gegebenenfalls RPE Zellsubtypen mit 

unterschiedlicher Phagozytosekapazität identifizieren kann. Dieses ist wiederum in der Zytofluorome-

tertechnik nicht möglich. Außerdem wurde die FACS Methode auch verwendet, um Messungen mit 

nur 1 h OS Inkubation zu studieren. Nach so kurzer OS Inkubation waren Einflüsse auf die Phagozy-

tose im Zytofluorometer nicht signifikant detektierbar. Dazu wurden Zellkulturen nach Beendigung der 

Phagozytosemessung im Zytofluorometer der FACS Methode zugeführt. 

3.7.5.2 Prinzip des Durchflusszytometer 

Das Meßprinzip der Durchflusszytometrie ist die simultane Messung verschiedener physikalischer und 

chemischer Eigenschaften einzelner Zellen oder Partikel, wobei sie hintereinander in einem Flüssig-

keitsstrom untersucht werden. Es besteht vereinfacht dargestellt aus 3 Teilen: einem Flüssigkeitssys-

tem, einem optischen System und der Signalverarbeitung (Abb. 2.9). Das optische System besteht 

abermals aus 3 Teilen. Im Anregungsteil wird mit Hilfe unterschiedlicher Prismen ein Laserstrahl (Ar-

gonlaser mit einem Anregungsbereich in der 488nm Linie) so geformt, dass er eine bestimmte hori-

zontal elliptische Form erhält. Diese stellt einen Kompromiss zwischen hoher räumlicher Auflösung 

und Signalintensität dar. Die beiden anderen Teile dienen der Signaldetektion des Streulichtes. Trifft 

ein Lichtstrahl auf eine Zelle, streut sie aufgrund ihrer physikalischen Eigenschaften Licht mit unter-

schiedlicher Quantität und Qualität. Es spielen Querschnittsfläche, Refraktionsindex, Struktur der 

Membran (Faltung) und intrazelluläre Bestanteile (Granula etc.) der Zelle eine Rolle. Es werden das 

stärkere Vorwärtsstreulicht (axial zum anregenden Laserstrahl, 0-10°) und das Seitwärtsstreulicht 
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orthogonal dazu, 90°) detektiert, wobei aus letzterem die Fluoreszenz ermittelt wird. Das Vorwärts-

streulichtsignal gibt Auskunft über die relative Zellgröße. Ein hohes Signal spricht für große Zellen und 

ein geringes für „tote Zellen“. Das Seitwärtsstreulicht gibt Auskunft über die Zellgranularität. Licht-

sammeloptik, Strahlteiler und verschiedene Filter trennen Seitwärtsstreulicht von Fluoreszenzlicht und 

zerlegen dieses in verschiedene Farbbereiche. Photodetektoren wandeln die Laserlichtsignale in e-

lektrische Pulse, die der Intensität des Lichtstrahls proportional sind, um.  

    
Abb. 2.9: Aufbau des Durchflusszytometer. (Linke Abbildung: 1 =Laser, 2 =Strahlerweiterung, 3 =Fokussierlinse, 

4 =Messkammer = rechte Abbildung, 5 = Sammellinse, 6 =Teilerspiegel, 7 =Lichtfilter, 8 =Photomultiplier, 9 

=Photodiode, 10=Vorverstärker, 11 =Impulsanalysatoren, 12 =Analog-Digitalwandler, 13 =Datenverarbeitung) 

rechte Abbildung: Das Flüssigkeitssystem: Einzelzellsuspension von circa 0,5 bis 20 Millionen Zellen pro Milliliter 

im Reagenzröhrchen (1) wird durch Überdruck (2) in die aus Quarzglas bestehende Messküvette eingebracht, 

wobei eine parallel mit eingebrachte Trägerflüssigkeit (4) einen Hüllstrom bildet. Die Zellen passieren „im Gänse-

marsch“ den Analysepunkt (5) in der Messkammer (Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung = 6). Trifft der 

Laserstrahl (7) die Zellen im fokussierten Flüssigkeitsstrom, wird das Laserlicht gestreut (8). 

 

Abb. 2.10 (links): Einparameterhistogramm der Ereignisse: Angenommen, die Signalhöhe liegt irgendwo zwi-

schen 0.00 und 10.24 Volt und das zur Messung benutzte Lineal hat eine Teilung von 0.01 Volt, so errechnet sich 

ein Bereich von 1024 Teilstufen / Intensitätsstufen.  

Nach einer Signalverstärkung wird in Volt registrierte Signalintensität mittels Analog-Digitalwandler in 

eine Klassen- oder Kanalzahl konvertiert. Die Anzahl korreliert mit der Auflösungshöhe. Meist werden 

1024 Kanäle aufgezeichnet (Abb. 2.10). Die Aufteilung der Ereignisse auf die Klassen erfolgt linear bei 

SSC und FSC wie in (Abb. 2.11) aufgezeigt. Bei der Messung von Immunfluoreszenz ist jedoch eine 

logarithmische Verstärkung zu wählen, da schwache Intensitäten auf diese Weise gespreizt und star-

ke gestaucht werden (Schmitz, et al. 1994). Die in eine Klassenzahl konvertierte Lichtintensität wird 

für eine quantitative Analyse in einer Computerdatei aufgezeichnet. 
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Abb. 2.11 (rechts): Anordnung der optischen Elemente eines Durchflusszytometers: Das Laserlicht (1) trifft auf die 

Zellen (2) in der Messküvette (3). Das Vorwärtsstreulicht (FSC) wird durch Blockerstreifen (4) und Sammelinse 

(5) fokussiert und durch eine Photoröhre (6) in elektrische Signale umgewandelt. Das Seitwärtsstreulicht wird 

mittels Sammeloptik (5), Teilerspiegel (7) und Lichtfilter (8) in das Seitwärtsstreulicht (SSC) und die verschiede-

nen Farbereiche der Fluoreszenzen (9) zerlegt und mittels Photodioden detektiert. 

3.7.5.3 Beschreibung des Messplatzes 

Das verwendete Gerät, ein FACScan® (BD Bioscience), befand sich in den Einrichtungen der Kno-

chenmarkstransplantation unter Leitung von Prof. Dr. B. Fehse der Klinik und Poliklinik für Innere Me-

dizin, Abteilung Onkologie und Hämatologie, Knochenmarktransplantationslabor. Zur Daten-

Verarbeitung war ein Apple Macintosh Computer angeschlossen. Das Computerprogramm CELL-

Quest (BD Bioscience) diente zur Akquisition, sowie zur Analyse der Daten. 

3.7.5.4 Versuchsdurchführung 

Das Gerät diente grundsätzlich zu Routineuntersuchungen im Rahmen des hämatologischen Labors 

und unterlag aus diesem Grund regelmäßigen internen Qualitätskontrollen. Weiterhin wurde die Fluo-

reszenzverstärkung täglich mit frisch verdünnten Calibrite™-Beads (BD Bioscience) standardisiert und 

kontrolliert. Nach der Durchführung eines Phagozytoseexperiments (Versuchprotokolle im Anhang 

8.3) wurden die Zellen trypsiniert und dreimal in PBS gewaschen. Die Einzelzellpräparationen wurden 

in Zellfix (BD Bioscience) fixiert und bei +4 °C in Dunkelheit aufbewahrt. Eine FACS Messung wurde 

spätestens drei Tage nach dem Experiment durchgeführt. Für die Detektion der Fluoreszenz wurde 

eine Filterkombination im Grünbereich (Exzitation = 488 nm, Emission = 550 – 610 nm) ausgewählt. 

Als Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, die ohne OS unter sonst gleichen Bedingungen be-

handelt wurden.  

3.7.5.5 Datenerfassung und Auswertung 

Beim Gating3 wird eine Eingrenzung der erhobenen Daten durchgeführt. Dieses geschieht zu Beginn 

jeder Messung mittels der Datenakquisesoftware. Dabei ist es möglich per Augenmass eine Linie um 

den Bereich der interessierenden Zellpopulation zu ziehen. Die Umrahmungen in (Abb. 2.12 B) reprä-

sentieren beispielhaft einen solchen Prozess. Für jede gemessene Zelle wurden drei unterschiedliche 

Parameter aufgezeichnet wurden: Größe (FSC), Granularität (SSC) und ein Fluoreszenzsignal (FL). 

                                                      
3 gate (engl.) = engl. für Tor; Gating ist der Vorgang des Eingrenzens der Ereignisse; auch Messfenster genannt 
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Die Daten wurden mit CellQuest (BD Bioscience) auf einem Macintosh Computer in Form eines so 

genannten Zweiparameter-Punktehistogramm (kurz auch DOT-PLOT genannt) ausgewertet. Es wur-

den jeweils zwei der drei Messgrößen je Zelle in einem zweidimensionalen Koordinatensystem aufge-

tragen. In diese Matrix wurde dort ein Punkt eingezeichnet, an der sich die gemessenen Intensitäts-

werte der beiden Parameter (z.B. Fluoreszenzintesität und Vorwärtsstreulicht) einer Zelle schneiden. 

 
Abb. 2.12: DOT-PLOT Beispiel: A: theoretisches Diagramm: Korrelierte Darstellung von Vorwärtsstreulicht (FSC) 

und Fluoreszenz (FL); B: praktisches Diagramm: Durch die Korrelation von FSC und Seitwärtsstreulicht (SSC) 

lassen sich Zellsubpopulationen, wie Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten identifizieren. Das heißt, man 

erhält auch Informationen über die Zellheterogenität, denn jede Subpopulation weist ein eigenes Muster auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2.13: FSC /SSC DOT-PLOT und Datenlegende: Beispiel einer Phagozytosemessung humaner RPE Zellen 

am Durchflusszytometer. Erläuterungen siehe im folgenden Text. 
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In der in (Abb. 2.13) ausgewählten Messung der Phagozytose des retinalen Pigmentepithels zeigen 

nur noch die Messpunkte nach Anwendung des Gatings. Alle Datenpunkte ausserhalb des Gates sind 

schon nicht mehr dargestellt. Auf diese Weise werden nur die interessierenden Zellen weiter analy-

siert und so gegen Zelltrümmer, -aggregate, andere Zellen oder sonstige Partikel abgegrenzt. 

Im ersten Schritt wurde mit dieser Technik im FSC /SSC DOT-PLOT die Hauptpopulation der RPE 

Zellen eingegrenzt (Abb. 2.13 A). Im zweiten Schritt wurde anhand der Negativkontrolle die Schwelle 

der Autofluoreszenz der RPE Zellen (welche unmarkierte OS phagozytiert haben) gegen die RPE 

Zellen (Abb. 2.13 B), welche fluoreszierende SNAFL®-2 markierte OS phagozytiert haben, abgegrenzt 

(Abb. 2.13 C). Das heißt alle Zellen, die oberhalb der letzthöchsten Klasse der Negativkontrolle liegen, 

werden als Positiv ausgewertet.  

Die Software berechnete nun aus den so eingegrenzten Daten die in Abb. 2.13 B -C dargestellten 

Messgrößen. Die Region 1 (R1) entspricht den nach Größe (FSC) und Granularität (SSC) ausgewähl-

ten RPE Zellen, welche der Messung dienen sollten. Die Region 2 (R2) definiert das Messfenster mit 

den autofluoreszenten RPE der Negativkontrolle an der unteren Grenze. Die geographic mean FL 

entspricht der mittleren Anzahl fluoreszierender OS pro Zelle per Region. 

3.7.6. Datenauswertung und -darstellung 
Die Versuchsansätze wurden auf 96-Loch Zellkulturplatten durchgeführt. Dabei waren maximal 10 

verschiedene Testapplikationen (RPE plus Photorezeptoren und Testsubstanz), eine Negativkontrolle 

(RPE ohne Photorezeptoren) und eine Positivkontrolle (RPE mit Photorezeptoren) mit jeweils 8 Wie-

derholungen pro Platte möglich. Die Versuchreihe wurde jeweils mindestens dreimal in unabhängigen 

Ansätzen wiederholt. Somit beträgt zum Beispiel die Anzahl der ausgewerteten Zellkulturplattenlöcher 

bei 3 Wiederholungen n=24. War aufgrund von Zellverlust keine Auswertung eines Zellkulturplatten-

loch möglich, wurde dieses ausgeschlossen. Die mittlere Autofluoreszenz wurde von den jeweiligen 

mittleren experimentellen Messwerten subtrahiert. Ebenfalls wurde der Standardfehler des Mittelwer-

tes (SEM) errechnet. Dies gilt sowohl für die Fluorometertechnik als auch für die FACScan Messungen.  

Die graphische Darstellung der Daten erfolgte im Boxplotformat. Die Box repräsentiert 50 % der Da-

ten, den Interquartilbereich. Der Median (schwarze dicke Linie), das 1. Quartil (unterer Fehlerindikator) 

und 4. Quartil (oberer Fehlerindikator) sind dargestellt. Folgende Symbole zeigen an:  Ausreißerwert 

(entsprechen Werten zwischen der 1.5 bis 3 fachen Größe des Interquartilbereich gemessen von dem 

oberen und unteren Boxende) und  Extremwert (entspricht Werten, die größer als 3 Boxlängen von 

den Boxenden entfernt sind). 

Alle Daten sind detailliert in Tabellen im Anhang 8.3 aufgeführt. 

Die Signifikanzen wurden aus den Rohwerten aller Messungen mit der Software ANOVA (SPSS Inc., 

USA) errechnet. Dazu wurde der Tukey HSD Subtest zur Multivarianzanalyse verwendet, für welchen 

immer eine Normalverteilung der Daten vorliegen sollte. Die Signifikanz wurde angenommen, wenn 

eine Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5 % vorlag (p < 0,05). Die entsprechenden Daten wur-

den in Tabellen im Ergebnisteil bzw. Anhang 8.3 aufgeführt sowie auch durch folgende Zeichen in den 

Graphiken dargestellt: * p < 0.05, ** p < 0.001 und *** p < 0.0001 (p = Probability, Signifikanz). 

 



       4. Ergebnisse 

37. 

4. Ergebnisse 
4.1. Methode der Phagozytosemessung 
4.1.1. Zytofluorometrietechnik 

er mit dieser Arbeit etablierte Assay zur Messung der Phagozytose von Photorezeptoraußen-

segmenten (OS) durch retinale Pigmentepithelzellen stellt eine neue Modifikation der bisher 

beschriebenen Methoden dar. Die gestellten Anforderungen an den Assay wurden wie folgt erarbeitet. 

Die OS wurden mittels dem Fluoreszenzfarbstoff SNAFL®-2 (Miceli, et al. 1994) kovalent markiert. 

Diese Fluoreszenzverbindung wurde aufgrund unterschiedlicher Emissionsspektren in Abhängigkeit 

des pH-Wertes gewählt. Nach der Markierung der OS wurden diese stark fluoreszent (Abb. 3.2). In 

der aziden Form (entspricht OS in pH 6.0 Lösung oder intralysosomal) erschienen die OS hell grün. 

Bei Applikation eines Puffers mit dem pH-Wert von circa 9.0 erschienen die markierten OS blass gelb-

orange. Auf diese Weise konnten die aufgenommenen von den angebundenen OS unterschieden 

werden (Abb. 3.2). Die Erfassung aller im System befindlichen OS (Total-OS) konnte durch Zugabe 

eines extrazellulären Puffers mit pH 6.0 erfolgen. 

Bei SV40-RPE stellte sich im Verlauf der Arbeit heraus, dass diese sich nach unterschiedlicher Zeit 

nach Zugabe des Puffers sich abzulösen begannen. Vergleichbares konnte an Primärkulturen von 

RPE Zellen (Human und Ratte) nicht beobachtet werden, so dass dort die Bestimmung der Total-OS 

möglich war. 

 
Abb. 3.2: Demonstration von OS Anbindung und OS Aufnahme SNAFL®-2 markierter Photorezeptoraußenseg-

mentpartikel (OS) durch humane SV40 transfizierte retinale Pigmentepithelzellen (RPE). A) Fluoreszenzphoto-

graphie markierter OS in einem Puffer mit pH 5.5. Die Exzitation beträgt 485 ± 10nm und die Emission 

580 ± 25nm (Miceli, et al. 1994). B) Fluoreszenzaufnahme von OS, wenn sie in Phagolysosomen im Zellinneren 

vorliegen fluoreszieren sie gelb-grünlich. Die außen an den Zellen angebundenen OS fluoreszieren orange-rötlich 

(Ex 560 ± 10nm, Em 645 ±20 nm). 

 

Trotz gleichmäßiger Aussaatdichte des primären humanen RPE wurden Abweichungen der Zellzahlen 

pro Kulturschalenloch nach Konfluenz beobachtet. Daher wurden Zellkernfärbungen mit DAPI durch-

geführt und die Ergebnisse dadurch normalisiert. Im Falle der SV40-RPE waren die Abweichungen in 

der Zelldichte vernachlässigbar klein. 

 
20 µm 35 µm 
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Tab. 3.1: Beispielmessung der Phagozytose im Zytofluorometer 4 Stunden nach OS Zugabe (5 x 106 OS pro 

Zellkulturschalenloch). SV40-RPE inkubiert mit ungefärbten OS dienten als Negativkontrolle, welche vom Mess-

wert abgezogen wurde. ; OS+RPE = ungefärbte OS inkubiert mit SV40-RPE als Negativkontrolle; SNAFL-

OS+RPE = SNAFL®-2 markierte OS inkubiert mit SV40-RPE; Total OS = angebundene + aufgenommene OS. 

 

4.1.2. OS Kompetitionstest 
RPE Zellen weisen eine rezeptorvermittelte Phagozytose mit außergewöhnlicher Spezifität für OS auf 

(Finnemann, et al. 1997a, Mayerson, et al. 1986). Um den Phagozytoseassay an SV40 transfizierten 

humanen RPE zu verifizieren, wurde die Phagozytose von fluoreszenzmarkierten OS in Gegenwart 

unterschiedlicher Konzentrationen nicht markierter OS untersucht. Nach 4 h wurde eine Abnahme des 

Fluoreszenzsignals in Gegenwart der konkurrierenden OS ermittelt. Dabei sank das Signal für die OS 

Anbindung bei Zugabe von 2,5 x 105 OS, die der OS Aufnahme erst nach 5,0 x 105 OS (Abb. 3.3) 

 
Abb. 3.3: Kompetitionsversuch der Phagozytose von fluoreszenzmarkierten (5 x 106) und nativen (2,5 und 5,0 x 

105) OS gemessen nach 4 h Koinkubation (Daten einer 8fach Bestimmung).  

 

4.2. Charakterisierung der SV40-RPE Phagozytose 
4.2.1. Einfluss der OS Menge 
In einem ersten Versuchsansatz wurden die notwendigen Photorezeptoraußensegmentmengen (OS) 

für die Untersuchung der SV40-RPE Phagozytose bestimmt. Dazu wurden humane SV40 transfizierte 

RPE Zellen mit verschiedenen OS Konzentrationen inkubiert. Nach 4 h wurden die angebundenen 

und aufgenommenen OS im Zytofluorometer bestimmt. Aufgrund des hohen Verbrauchs von OS wur-

den diese Versuche mit 5 parallelen Ansätzen nur einmal durchgeführt (Abb. 3.4). 

Zeit [h] 

 

SNAFL-OS +RPE 

(Messwert) 

OS+RPE 

(Leerwert) 

(SNAFL-OS+RPE) minus (OS+RPE)

(Messwert minus Leerwert) 

Extinktion (EX)  

Emission (EM) 

pH-Wert  

extrazellulär 

4       EX485, EM580  
pH 9.0 1279,33 720,67 558,66 aufgenommene OS pH 9.0 
pH 6.0 1354,33 718,00 636,33 Total OS pH 6.0 
4       EX560, EM645  
pH 9.0 234,67 83,00 151,67 angebundene OS pH 9.0 
pH 6.0 108,00 83,00 25,00  pH 6.0 
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Abb. 3.4: SV40-RPE Phagozytose in Abhängigkeit der Konzentration von Photorezeptoraußensegmenten (OS) 

nach 4h. Jeder Messpunkt entspricht dem Mittelwert abzüglich des Leerwerts (RPE inkubiert mit nativen OS) 

±Standardabweichung (SD) aus 5 parallelen Ansätzen eines Experiments bei extrazellulärem pH-Wert von 9.0. 

Dabei war ein zunehmender Anstieg von Anbindung (•) und Aufnahme ( ) zu beobachten. Eine Sätti-

gung trat ab einer OS Konzentration von circa 0,5 bis 1,5 x 108 pro 96-Loch auf (Abb. 3.4). Das ent-

spricht einer OS Konzentration von (~1,4 to 4,2 x 107 OS / cm2). Bis zu einer OS Konzentration von 

106 wiesen die Messwerte eine hohe Standardabweichung auf. Bei der Isolation von Photorezeptoren 

aus Schweinen wurden im Mittel 6 x 107 OS pro Retina gewonnen (siehe Tab. im Anhang 8.3.1).  

Daher wurde eine OS Konzentration gewählt, wobei auf der einen Seite ein hohes Signal mit geringer 

Standardabweichung und auf der anderen Seite ein ökonomischer Aufwand der OS Präparation be-

rücksichtigt wurde. Für die weiterfolgenden Untersuchungen wurden daher 5 x 106 OS pro 96er Zell-

kulturschalenloch verwendet, so dass aus 1 Retina etwa 5 Löcher beschickt werden konnten. 

4.2.2. Phagozytosekinetik 
SV40-RPE wurde mit 0.5 x 107 OS in 100 µl Medium F99 plus 5 % FCS pro Zellkulturschalenlöcher 

inkubiert und der Zeitverlauf der OS Phagozytose über 24 h studiert. Wenn die OS auf die Zellen ge-

geben werden, können die ersten angebundenen OS nach ungefähr 15 min beobachtet werden. Nach 

30 min waren circa 50 % der maximalen Anbindung erreicht und mit einer weitaus langsameren Stei-

gerung trat nach 2 h eine Sättigung ein (Abb. 3.5).  

Über den zeitlichen Verlauf bis zum Messwert nach 24 h war noch eine weitere geringfügige Zunahme 

der Anbindung zu verzeichnen. Eine Aufnahme war nach 30 min zu verzeichnen, sie stieg nach 1 h 

auf ∼20 % und nach 4 h auf ∼50 % des Sättigungswertes. Im Verlauf betrachtet war die Größte, im 

Wesentlichen lineare Zunahme der OS Aufnahme in den ersten 6 h zu beobachten. Danach war für 

2 - 3 h (Zeitpunkt 6 - 10 h) keine weitere Zunahme messen. Zwischen Zeitpunkt 10 und 16 h stieg die 

OS Aufnahme weiter an (p<0,001) und erreichte nach etwa 12 h eine Sättigung. 
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Abb. 3.5: Zeitverlauf der OS Phagozytose von humanen SV40-RPE Zellen über 24 h. Datenpunkte = Mittelwert 

±SD aus n Experimenten. Anzahl der Experimente (n), bestehend aus 8 Wiederholungen für jeden Zeitpunkt. 

 

4.2.3. Serumeinfluss 

                 
Abb. 3.6: Serumzugabe steigert die OS Phagozytose von SV40-RPE Zellen (n=3 x 8 Wiederholungen). 

 

Die für RPE Zellen beschriebene spezifische Steigerung der Phagozytoseaktivität durch Serum wurde 

an den SV40 transfizierten humanen RPE Zellen überprüft. Eine signifikante Zunahme der OS Auf-

nahme in Abhängigkeit der Serumkonzentration konnte auch bei SV40-RPE-Zellen beobachtet wer-

den. Dabei variierte die konzentrationsabhängige Steigerung der Aufnahme 1,7 bis 3fach je nach Se-

rumkonzentration (1 bis 15 % FCS). Ein Maximalwert des FCS Effekts wurde bei Zugabe von 10 % 

beobachtet (p < 0.0001). Eine weitere Steigerung unter 15 % FCS fand nicht statt. Die Anbindung 

nahm geringfügig bis auf das 1,5fache im Vergleich zur serumfreien Referenz zu. Dabei war eine Sät-

tigung ab 2,5 % FCS (p < 0.0001) zu bemerken (Abb. 3.6, alle Messwerte und Statistikdaten sind aus-

führlich gelistet in Tabellen im Anhang 8.3). 

 



       4. Ergebnisse 

41. 

4.3. Phagozytose und Tissue Engineering 
4.3.1. Serumfreie Medien 
Der Einfluss von in der Literatur gängigen Basalmedien für die RPE Zellkultivierung wurde in Bezug 

auf die OS Phagozytose untersucht. Die Vorinkubation der SV40-RPE Zellkulturen mit den Testme-

dien wurde für 12 h durchgeführt, in welcher die SV40-RPE Zellkulturen keinen lichtmikroskopisch 

sichtbaren Veränderungen unterworfen waren. Als Testmedien wurden verwendet: MEM(E), DMEM, 

F99 (1:1 Mischung der Medien Hams´s F12 und Medium 199), SFM (kommerzielles serumfreies Me-

dium) und hSFM (SFM speziell für Humanzellen entwickelt).  

 
Abb. 3.7: Phagozytose von Photorezeptoraußensegmenten (OS) durch SV40-RPE Zellen in Abhängigkeit der 

Vorinkubationen (12 h) in verschiedenen Basalmedien (n=4). Die Auftragung der Daten ist im Boxplotformat. Die 

Box repräsentiert 50% der Daten, den Interquartilbereich. Der Median (schwarze dicke Linie), das 1.Quartil (unte-

rer Fehlerindikator) und 4.Quartil (oberer Fehlerindikator) sind dargestellt. (Symbole:  Ausreiserwert,  Ex-

tremwert, * p < 0.05, ** p <0.001, *** p < 0.00001) 

Die Inkubation in diesen unsupplementierten Zellkulturmedien beeinflusste die Phagozytose der OS 

durch SV40-RPE wie folgt signifikant. Das Zellkulturmedium F99 wurde als Referenzgröße gewählt, 

so dass Anbindung (AB) und Aufnahme (AF) zu 100% gesetzt wurden. Die Phagozytoserate in Medi-

um MEM(E) und DMEM war vergleichsweise erhöht (p<0.05). In MEM(E) ergab die Phagozytosemes-

sung 133 ± 4 % AF und 117 ± 3 % AB beziehungsweise in DMEM 136 ± 6 % AF und 114 ± 3 % AB. 

Eine signifikant noch höhere Phagozytoserate im Vergleich zu F99 war nach Inkubation in SFM (154 ± 

4 % AF, p 130 ± 4 % AB; p<0.00001) und hSFM (159 ± 4 % AF, 139 ± 4 % AB; p<0.00001) zu beo-

bachten. Die Unterschiede der Anbindung und Aufnahme der OS Phagozytose unter Inkubation mit 

SFM und hSFM waren auch signifikant höher im Vergleich zu MEM(E) und DMEM (p<0.05; Abb. 3.7). 

4.3.2. Serumsupplementierte Medien 
Des Weiteren wurden die Medien mit dem geringsten (F99) und mit dem größten Effekt (SFM) auf die 

Phagozytose von RPE Zellen weiter charakterisiert. Dabei wurde die Phagozytose in diesen Medien 

unter Serumsupplementierung (FCS) verglichen. Unter diesen Bedingungen wurde eine weitere Diffe-

renz beider Medien evident (Abb. 3.8) 
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Abb. 3.9: Phagozytose von OS durch SV40-RPE Zellen in Basalmedium F99 und SFM ± 5 % FCS (n=3). 

Unter 5% FCS Supplementierung stieg die OS Aufnahme auf 217 ± 7 % in F99 im Vergleich zum se-

rumfreien F99. Im Gegensatz dazu führte 5 % FCS supplementiertes SFM Medium zu einer geringe-

ren Änderung der OS Aufnahme (170 ± 5 %). In den nachfolgenden Experimenten wurde das Medium 

F99 aus folgenden Gründen weiterverwendet. Zum einen war die Serumstimulation im Vergleich zu 

SFM ausgeprägter mit 5 % FCS und zum anderen erwies sich F99 in Bestimmungen der RPE Prolife-

rationsraten (noch nicht veröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe Engelmann) gegenüber MEM, DMEM 

und den SFM Medien weitaus überlegen. 

4.3.3. Choroidea konditioniertes Medium 
CHOROIDEA KONDITIONIERTES MEDIUM (ChCM) in serumfreien Medium F99 führte zu einer statistisch 

signifikanten, konzentrationsabhängigen Senkung der phagozytischen OS Anbindung und Aufnahme 

(Abb. 3.10). 

 
Abb. 3.10: Zytofluorometrie: OS Phagozytose durch SV40-RPE nach 12 h Vorinkubation in ChCM F99 (n=3). 

ZYTOFLUOROMETRIEDATEN: Bei Zugabe von 5 % ChCM betrug die OS Aufnahme (AF) 88 ± 4 % und 

Anbindung (AB) 92 ± 2 % (p<0.05) im Vergleich zur Kontrolle (unsupplementiertes F99). Bei einer 
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Konzentration von 10 % ChCM fiel die Phagozytoseaktivität weiter (AF 67 ± 6 % SEM, p<0.00001; AB 

83 ± 3 % SEM, p<0.00001). Bei einer ChCM Konzentration von 15 % betrug die Phagozytose 50 ± 4 % 

(p<0.00001) AF und 81 ± 2 % AB (p<0.00001). 

DURCHFLUSSZYTOMETERANALYSE: Die FACS Analyse der Phagozytose von SV40-RPE nach Vorinku-

bation in Choroidea konditioniertem Medium (Abb. 3.11), bestätigte die zytofluorometrisch gewonne-

nen Daten. Die Aufnahme sank auf 84 %, 73 % and 68 % unter den entsprechenden ChCM Konzent-

rationen 5 %, 10 % und 15 % im Vergleich zur Kontrolle (unsupplementiertes F99 Medium). 

 
Abb. 3.11: FACS Analyse: Phagozytose von OS durch SV40-RPE nach 12 h Vorinkubation in Choroidea konditi-

oniertem (ChCM) F99 Medium sowie F99 mit 5 % Serum (FCS) (n=1; Daten einer Messung von >10´000 Zellen 

aus 8 Repetitionen pro Variable). 

4.3.4. Retinaextrakt 
RETINAEXTRAKT bewirkte bei niedriger Konzentration eine Steigerung und bei höheren Konzentrationen 

eine Senkung der Phagozytose von Photorezeptoraußensegmenten durch SV40-RPE in serumfreien 

F99 Medium.  

 
Abb. 3.12: Zytofluorometrie: Phagozytose nach 12 h Vorinkubation der Zellen in retinaextrakthaltigen F99 (n=3). 

Die Aufnahme und Anbindung von Photorezeptoraußensegmenten (OS) stieg auf 122 ± 5 % SEM 

(p=0.01) beziehungsweise 108 ± 2 % SEM (p=0.01) mit 1 % RE in Relation zur Kontrolle (zusatzfreies 
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F99) an. Höhere RE Konzentrationen bewirkte hingegen eine Abnahme der Phagozytose (OS Auf-

nahme) auf 81 ± 6 % SEM (p=0.03) bei 2,5 % RE und 73 ± % (p=.001) bei 5,0 % RE (Abb. 3.12). 

4.3.5. Komplettmedien 
Die im Hornhautlabor der Universitätsklinik Hamburg speziell für humane RPE Zellen entwickelten 

Zellkulturmedien mit Choroidea konditioniertem Medium (F99RPE) und ohne (F99RPE_sine_ChCM) sowie 

mit Retinaextrakt (F99RPE_RE) wurden in ihrem Einfluss auf die Phagozytose charakterisiert. 

 
Abb. 3.13: Charakterisierung eines speziell für humane RPE-Zellen entwickelten Komplettmediums namens 

F99RPE. Dieses enthält Basalmedium F99, FCS, Insulin, Pyruvat und choroideakonditioniertes Medium (ChCM). 

Desweiteren gibt es noch die darauf basierenden Medien F99RPE_sine_ChCM ohne ChCM sowie F99RPE_RE mit 

Retinaextrakt (RE) anstatt ChCM. Die Phagozytose von Photorezeptoraußensegmenten (OS) durch SV40-RPE 

Zellen nach 12 h Vorinkubation in den Testmedien wurde untersucht (n=4). (Symbole:  Ausreiserwert, * p < 

0.05, *** p < 0.00001). 

Das komplette Wachstumsmedium F99RPE, bestehend aus dem Basalmedium F99 supplementiert mit 

10 % FCS, 1 µg /ml Insulin, 1 mM Pyruvat und 15 % ChCM, führte zu einer signifikant verringerten 

Phagozytoseaktivität im Vergleich zum Medium F99 mit 10 % FCS. Wurde das im Komplettmedium 

F99RPE vorhandene ChCM gegen 5% RE ausgetauscht, wurde kein Verlust an Phagozytoseaktivität 

im Vergleich zu F99 mit 10 % FCS beobachtet. Die Daten im Detail betrachtet ergeben folgendes 

(Abb. 3.13): Medium F99 ohne Supplementierung diente als Referenzgröße (100 ± 9 %). Bei einer 

Vorinkubation in Medium F99 mit 10 % FCS supplementiert erfolgte die schon zuvor beschriebene 

Steigerung der Phagozytose (AF 326 ± 7 %). Die Zugabe von 1 µg /ml Insulin und 1 mM Natriumpyru-

vat (entspricht F99 RPE_sine_ChCM) verringerte den FCS-Effekt signifikant auf 257 ± 7 % AF (p<0.00001) 

und 76 ± 3 % in AB (p<0.00001). Das Vervollständigen des Komplettmediums F99RPE mit 15 % ChCM 

reduzierte den FCS Effekt weiter auf 172 ± 8 % in AF (p=0.001) und 64 ± 4 % in AB (p<0.05). Ersetzte 

man die ChCM Komponente durch 5 % RE (entspricht F99RPE_RE) war kein Verlust der Phagozyto-

seaktivität zu beobachten. Im Gegenteil glich sogar die RE Supplementierung eine durch Insulin- und 

Pyruvatzugabe bedingte Verringerung der Phagozytoseaktivität aus. Die OS Aufnahme betrug unter 

F99RPE_RE 330 ± 6 % und die OS-Anbindung 92 ± 4 % (p<0.00001). 
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4.4. Physiologie der RPE Phagozytose 
4.4.1. Beteiligung von MerTK /Gas6 
4.4.1.1 Immunhistochemie 

 
Abb. 3.14: Gewebeschnitt des humanen Auges: Immunfluoreszenznachweis von Mer Tyrosinkinase (MerTK). Es 

zeigte sich im Bereich des RPE und der Photorezeptoren (PS) eine positive Färbung. Die Kontrolle wurde unter 

Auslassung des Primärantikörpers ausgeführt. Legende: 1 = neurosensorische Retina (NF = Nervernfaserschicht, 

GZ = Ganglienzellschicht, IPS = innere plexiforme Schicht, IKS = innere Körnerschicht, APS = äußere plexiforme 

Schicht, AKS = äußere Körnerschicht, PS = Photorezeptorschicht), 2 = retinales Pigmentepithel (RPE), 3 = Cho-

roidea, 4 = Sklera, BG = Blutgefäß und Ø = artifizieller Spalt. 
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Abb. 3.15: Gewebeschnitt des humanen Auges mit den Immunfluoreszenznachweis von Gas6, einem Liganden 

von MerTK. Die Färbung zeigte sich insbesondere am retinalen Pigmentepithel (RPE) sowie schwächer im Be-

reich der Photorezeptoren (PS). Die Kontrolle wurde unter Auslassung des Primärantikörpers ausgeführt. 

Legende: 1 = neurosensorische Retina (NF = Nervernfaserschicht, GZ = Ganglienzellschicht, IPS = innere plexi-

forme Schicht, IKS = innere Körnerschicht, APS = äußere plexiforme Schicht, AKS = äußere Körnerschicht, PS = 

Photorezeptorschicht), 2 = retinales Pigmentepithel (RPE), 3 = Choroidea, 4 = Sklera, BG = Blutgefäß und Ø = 

artifizieller Spalt. 
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    Kontrolle 

 
     MerTK AB    1:20     Gas6 AB 

    
     MerTK AB    1:50     Gas6 AB 

    
Abb. 3.16: Immunologischer Nachweis von Gas6 und MerTK an SV40-RPE in vitro bei 2 verschiedenen Antikör-

perverdünnungen (1:20 und 1:50). Als Kontrolle diente IgG und der Sekundärantikörper. Der Sekundärantikörper 

war mit AP markiert.  

DIE LOKALISATION DER MER TYROSINKINASE (MERTK) SOWIE GAS6 wurde mittels Immunhistochemie 

untersucht. Alle Färbungen wurden dreimal unabhängig wiederholt. Als Negativkontrolle wurden die 

gleichen Arbeitsschritte unter Auslassung des Primärantikörpers für die Gewebeschnitte als auch für 

die in vitro Zellen verwendet. Dabei zeigte sich bei Verwendung der Sekundärantikörper aus dem 

Kaninchen in den Gewebeschnitten mehr als in den Zellkulturen eine geringe Hintergrundfärbung. 

Dieses wurde beim Vergleich mit der positiven Antikörperreaktion berücksichtigt. An Gewebeschnitten 

humaner Augen wurde in dieser Arbeit erstmals mittels immunhistochemischen Nachweis gezeigt, das 

MerTK (Abb. 3.14) und Gas6 (Abb. 3.15) in humanen RPE Zellen in vivo exprimiert werden. Der Be-

reich der Photorezeptorenaußen- und innensegmenten zeigte in den Gewebeschnitten eine moderate 

positive Färbung für Gas6 und eine deutlichere für MerTK. Als intrinsische Positivkontrolle für eine 
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Gas6 Expression konnten gefärbte Zellen in den Blutgefäßen der Retina und Choroidea identifiziert 

werde. Denn für Thrombozyten (Angelillo-Scherrer, et al. 2001) und weitere hämatopoetische Zellen 

(Graham, et al. 1994) wurde die Gas6 Expression beschrieben. In konfluenten SV40-RPE Zellkulturen 

wurde ebenfalls der immunhistochemische Nachweis für die Expression von MerTK als auch der von 

Gas6 erbracht (Abb. 3.16). Dabei spielte es keine Rolle, ob die Zellen 24 h vor den immunhistochemi-

schen Färbungen serumfrei kultiviert wurden oder nicht. 

4.4.1.2 Phagozytose 

DIE FUNKTIONELLE BETEILIGUNG DER MER TYROSINKINASE (MERTK) an der OS Phagozytose des huma-

nen RPE wurde mit humanen MerTK reagierenden Antikörpern untersucht. Dafür wurden SV40-RPE 

Zellen serumfrei mit SNAFL®-2 markierten Photorezeptoraußensegmenten (5 x 106 OS pro 96er Zell-

kulturschalenloch) für 4 h in Gegenwart von Kontrollantikörpern (IgG 10 µg /ml) oder MerTK Antikörper 

(MerTK-Ak: 2.5 µg, 5 µg und 10 µg /ml) inkubiert. Der verwendete MerTK Antikörper inhibierte die 

Menge der aufgenommenen OS ab einer Konzentration von 5 µg /ml (70 ± 5 % SEM; P<0,0001) signi-

fikant. Eine Steigerung der Antikörperkonzentration zeigte einen konzentrations-abhängigen, signifi-

kant inhibitorischen Einfluss mit einer maximalen Senkung bei 10 µg /ml MerTK-Ak auf 66 ± 5 % SEM 

(P<0,0001) der OS Aufnahme (AF) (Abb. 3.17).Es wurde auch ein Einfluss auf die OS Anbindung (AB) 

verzeichnet. Dieser stellte sich als konzentrationsunabhängig dar und war einer höheren Standardab-

weichung unterworfen als die OS Aufnahme (AF). Insgesamt war die OS Anbindung mit 5µg /ml 

MerTK-Ak auf 62 ± 10 % SEM (P<0,0001) und mit 10 µg /ml auf 72 ± 7 % SEM (P=0,004) reduziert.  

         

Abb. 3.17: Einfluss von MerTK Antikörper (MerTK-Ak) auf die OS Phagozytose von SV40-RPE Zellen. IgG diente 

als Kontrolle. Boxplotformat. Box : 50% der Daten = der Interquartilbereich; Median = schwarze dicke Linie; 

1.Quartil = unterer Fehlerindikator und 4.Quartil = oberer Fehlerindikator. (Symbole:  Ausreiserwert,  Extrem-

wert, * p < 0.05, ** p <0.001, *** p < 0.0001) 

Eine weitere Frage war, ob sich unter Serumzugabe die OS Phagozytose ebenfalls durch Antikörper 

blockieren lässt. Die durch Serum (5 % FCS) stimulierte OS Phagozytose (4 h) der RPE Zellen konnte 

mittels 10 µg /ml MerTK-Ak um nur 10 ± 4 % SEM inhibiert werden (n=3; p<0,05). Die OS Anbindung 

wurde dabei nicht signifikant beeinflusst (Abb. 3.18). 
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Abb. 3.18: Effekte der MerTK Antikörper (MerTK-Ak) auf die OS Phagozytose (4 h) von SV40-RPE unter Serum-

stimulation (FCS).  

GAS6, EIN LIGAND DER MER-TYROSINKINASE. Die Beteiligung von Gas6 an der OS Phagozytose wurde 

mittels Gas6 spezifischen Antikörpern (Gas6-Ak) untersucht. Die Versuchsbedingungen entsprachen 

den MerTK Experimenten. Dafür wurden SV40-RPE Zellen serumfrei mit SNAFL®-2 markierten Pho-

torezeptoraußensegmenten (OS) für 4 h in Gegenwart von Kontrollantikörper IgG (10 µg /ml) oder 

Gas6 Antikörper (Gas6-Ak: 2.5, 5 und 10 µg /ml) inkubiert.  

Der verwendete Gas6-Antikörper inhibierte die Menge der aufgenommenen OS ab einer Konzentrati-

on von 2,5 µg /ml signifikant (AF 78 ± 4 % SEM; P<0,0001) (Abb. 3.19). Unter Verwendung von 5 und 

10 µg /ml Anti-Gas6 wurde die Aufnahme auf 71 ± 4 % SEM (P<0,0001) und 65 ± 5 % SEM (P<0,0001) 

gehemmt. Die Anbindung ging ab einer Antikörperkonzentration von 10 µg /ml auf 78 ± 7 % SEM 

(P<0,05) zurück. 

 

Abb. 3.19: Inhibierung des Liganden Gas6 der Mer-Tyrosinkinase (MerTK) mittels Antikörper (Gas6-Ak) und des-

sen Einfluss auf die OS Phagozytose (4 h) von SV40-RPE Zellen. Als Kontrolle wurde IgG verwendet.  

In einer weiteren Untersuchung wurde die serumstimulierte (5 % FCS) OS Aufnahme nach 4 h mit 10 

µg /ml Gas6 Antikörper auf nur 78 ±5% SEM gehemmt (n=3; p<0,0001). Die OS Anbindung blieb dar-

unter unbeeinflusst (Abb. 3.20). 
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sucht und verschiedene Nifedipinkonzentrationen ausgetestet. Die RPE Zellen wurden 24 h serumfrei 

gehalten, 5 min mit Nifedipin vorinkubiert und dann für 4 h mit Nifedipin und OS inkubiert. 

 

Abb. 3.22: Einfluss von Nifedipin unter serumfreien Bedingungen auf die OS Phagozytose (4 h; n=3). 

Unter serumfreien Bedingungen wurde ein inhibitorischer Einfluss auf OS Aufnahme (AF 89 ± 3 % 

SEM; p<0,05) und OS Anbindung (AB 87 ± 2 % SEM; p=0,05) ab einer Nifedipinkonzentration von 0.5 

μM gemessen. Bei Konzentrationen größer als 0.5 μM Nifedipin konnte eine Konzentrations-

abgängigkeit auf die Phagozytose beobachtet werden. Bei 1 μM Nifedipin sank die Aufnahme auf 87 ± 

3 % SEM (p<0,05) und die Anbindung auf 85 ± 4 % SEM (p<0,05). 

Der Einfluss von 5 μM Nifedipin (Abb. 3.23) senkte die Aufnahme auf 54 ± 30 % SEM (p<0,00001) und 

die Anbindung auf 43 ± 43 % SEM (p<0,05). Bei der maximal verwendeten Konzentration von 10 µM 

Nifedipin war die Aufnahme auf 44 ± 32 % (p<0,00001) und die Anbindung auf 49 ± 43 % (p<0,05) 

reduziert. Auch die durch FCS stimulierte Phagozytose konnte signifikant durch L-Typ Kalziumkanal-

hemmung vermindert werden (Abb. 3.16). Unter 5 % FCS wurde eine Erhöhung von Aufnahme (293 ± 

16 % SEM) und Anbindung (356 ± 5 % SEM) erreicht. Diese konnte nach Zugabe von 5 μM auf 184 ± 

14 % SEM (p<0,001) Aufnahme und 267 ± 5 % SEM (P<0,05) Anbindung reduziert werden. Bei einer 

FCS-Konzentration auf 10 % und 5 μM Nifedipin sank die Aufnahme von 335 ± 14 % auf 235 ± 29 % 

(p<0,00001) und die Anbindung von 304 ± 28 % auf 210 ± 7 % (p<0,05). 

 

Abb. 3.23: Einfluss von Nifedipin unter serumfreier und serumstimulierter OS Phagozytose nach 4 h (n =2). 
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Abb. 3.24: Nifedipineinfluss auf die Phagozytose serumfreier RPE Zellen nach 1 h OS Inkubation mittels Durch-

flusszytometrie. (n=1; Daten aus einer Messung von >10´000 Zellen der 8 Repetitionen pro Variable) 

In einer zusätzlichen Untersuchung wurde der Nifedipineinfluss nach nur 1 h OS Inkubation unter-

sucht. Mit der Zytofluorometertechnik war nach dieser Zeit kein signifikanter Unterschied messbar 

(Daten nicht abgebildet). Mittels FACS konnte eine konzentrationsabhängige Reduktion der Aufnahme 

bei 0.5, 1.0 und 2 μM Nifedipin auf 94, 64 und 20 % ermittelt werden (Abb. 3.24). 

Im nächsten Schritt war es das Ziel, die Beteiligung von spannungsabhängigen Kalziumkanälen auch 

an Primärkulturen humaner RPE Zellen zu verifizieren. Unter serumfreien Bedingungen war im Ver-

gleich zu den SV40-RPE Zellen eine geringere Inhibierung der OS Aufnahme durch Nifedipin an pri-

mären humanen RPE nach 4 Stunden möglich. Die Phagozytose sank auf 82 ± 4 und 77 ±3 % SEM 

(p<0,05; p<0,05) unter 0.5 und 1.0 μM Nifedipin. Ferner wurde die serumstimulierte (5 % FCS) Auf-

nahme von 171 ± 11 % SEM auf 149 ± 12 % SEM reduziert (Abb. 3.25). 

 

Abb. 3.25: Einfluss von Nifedipin auf serumfreie und serumstimulierte OS Phagozytose von primären humanen 

RPE Zellen nach 4 h ermittelt mit der Durchflusszytometerie (FACS). (n ≥ 3 siehe Tab. im Anhang 8.3) 
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Abb. 3.20: Inhibierung des Liganden Gas6 der Mer-Tyrosinkinase (MerTK) mittels Antikörper (Gas6-Ak) und de-

ren Einfluss auf die serumstimulierten OS Phagozytose von SV40-RPE Zellen. 

Für die Versuche mit MerTK-Ak und Gas6-Ak wurden FACS Messungen durchgeführt. Dabei konnte 

ebenfalls eine Abnahme der OS Aufnahme um 10%, 34% und 40% unter 2.5, 5 und 10 µg /ml MerTK-

Ak ermittelt werden. Ebenso konnte unter den gleichen Konzentrationen der Gas6 Antikörper die OS 

Aufnahme um 23%, 34% und 45% inhibieren (Abb. 3.21). 

 

Abb. 3.21: Verifizierung der Daten zur Beteiligung der Mer-Tyrosinkinase (MerTK) und dessen Liganden Gas6 an 

der OS Phagozytose (4 h) mittels Durchflusszytometrie (n=1; Daten aus einer Messung von >10´000 Zellen der 8 

Repetitionen pro Variable) 

4.4.2. Beteiligung des L-Typ Ca2+ - Kanal 
SPANNUNGSABHÄNGIGE NEUROENDOKRINE L-TYP KALZIUMKANÄLE werden von humanen RPE Zellen ex-

primiert. Es sollte untersucht werden, ob Nifedipin sensitive Kalziumkänale bei der Phagozytose von 

RPE Zellen involviert sind. In einer ersten Versuchreihe (Abb. 3.22) wurden SV40-RPE Zellen unter-
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Abb. 3.26: FACS: Nifedipineinfluss unter serumfreien Bedingungen auf die Phagozytose primären humanen RPE 

nach 1 h OS Inkubation. (n=1; Daten einer Messung von >10´000 Zellen aus 8 Repetitionen pro Variable) 

Um zu überprüfen, ob der Einfluss von Nifedipin auch schon nach 1 h auf primäre humane RPE Zellen 

einen inhibitorischen Einfluss hat wurde die Phagozytose mittels FACS quantifiziert. Dort ergab sich 

folgendes Bild: im Vergleich zu den Beobachtungen an SV40-RPE Zellen (Abb. 3.26) konnte die OS 

Aufnahme humanen primären RPE eines Spenders auf nur 74 % mit 5 μM Nifedipin reduziert werden. 

Zusammenfassen konnte gezeigt werden, das Nifedipin die Phagozytose humaner SV40-RPE als 

auch primärer RPE Zellen unter serumfreien Bedingungen konzentrationsabhängig hemmt. Dabei ist 

der Effekt nach 1 Stunde OS Inkubation größer als nach 4 Stunden. Die serumstimulierte Phagozyto-

se stellte sich ebenfalls sensitiv auf Nifedipin dar. In allen Fällen wurden die OS Anbindung und die 

OS Aufnahme moduliert. 

4.4.3. Beteiligung von Proteintyrosinkinasen 
DIE ZYTOSOLISCHE PP60C-SRC PROTEINTYROSINKINASEN (PTK) wird durch Herbimycin A (HA) das an reak-

tive SH-Gruppen bindet nach 24 h Vorinkubation irreversibel hemmt.  

 

Abb. 3.27: Einfluss von PTK Inhibitor Herbimycin A auf OS Phagozytose von SV40-RPE Zellen nach 4 h unter 

serumfreien und –haltigen (FCS) Bedingungen (n=3) 
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Bei den folgenden Versuchen wurde der PTK Inhibitor HA unter serumfreien und –haltigen Bedingung 

auf die SV40-RPE Phagozytose untersucht. Dabei wurde unter Serumfreiheit (0 % FCS) die Anbin-

dung nicht beeinflusst (102 ± 6 % SEM), aber die Aufnahme auf 73 ± 7 % SEM (p<0,05) reduziert (Abb. 

3.27). Der Serumeffekt mit 2.5, 5 und 10 % blieb nach Vorinkubation mit HA aus (Abb. 3.27). 

Ein additiver Einfluss von Inhibition des L-Typ Kanal und Inhibition von PTK war unter serumfreien 

Bedingungen nach 4 h und 12 h OS Inkubation nicht zu beobachten. Dabei war der Unterschied nach 

4 h OS Aufnahme (AF) und Anbindung (AB) unter HA (AF 73 ± 6 % SEM, AB 80 ± 6 % SEM) im Ver-

gleich zu HA und Nifedipin (AF 65 ± 8 % SEM, AB 75 ± 8 % SEM) nicht signifikant (Abb. 3.28-29). 

 

 

Abb. 3.28: Wirkung von Nifedipin und PTK Inhibitor Herbimycin A auf OS Phagozytose SV40-RPE nach 4 h (n=3). 

 

 
Abb. 3.29: Wirkung von Nifedipin und Herbimycin A auf OS Phagozytose SV40-RPE Zellen nach 12 h (n=1, 8 

Repetitionen, Daten aus einer Messung von >10´000 Zellen pro Variable). 

In einem Experiment wurde die additive Applikation von Nifedipin und Herbimycin A zu einem frühen 

Zeitpunkt der Phagozytose (1 h) mittels Durchflusszytometrie untersucht. Es zeigte sich im Gegensatz 

zur Messung nach 4 h, dass die Kombination von HA und Nifedipin eine um 19 % stärkere Inhibition 

vergleichend zu HA allein erzielte (Abb. 3.30). 
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Abb. 3.30: Wirkung von Nifedipin und PTK Inhibitor Herbimycin A auf OS Phagozytose SV40-RPE Zellen nach 

1 h. (n=1; Daten aus einer Messung von >10´000 Zellen der 8 Repetitionen pro Variable) 

 

In der Durchflusszytometrie zeigte die Phagozytose humaner primärer RPE Zellen ein zu SV40-RPE 

Zellen äquivalentes Bild. Herbimycin A senkte die Phagozytoserate unter serumfreien Bedingungen 

(69 ± 9 % SEM; P=0,05) sowie inhibierte die Serumstimulation (5 % FCS) von 160 ± 18 % SEM auf 114 

± 14 % SEM (P<0,001) nach 4 Stunden (Abb. 3.31). 

 

 

Abb. 3.31: Wirkung von PTK Inhibitor Herbimycin A auf OS Phagozytose humaner primärer RPE Zellen nach 4 h 

in Kultur mit OS. (n=1; Daten aus einer Messung von >10´000 Zellen der 8 Repetitionen pro Variable) 

 

Desweiteren wurde in einem ersten Versuch ein möglicher additiver Effekt von HA und Nifedipin auch 

an humanen primären RPE untersucht. Nifedipin (5 µM) reduzierte die Phagozytose um 26 % und HA 

um 18 %. Die Applikation von beiden resultierte in einer 17 %igen Inhibierung (Abb. 3.32). 
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Abb. 3.32: Wirkung von PTK Inhibitor Herbimycin A auf OS Phagozytose humaner primärer RPE Zellen nach 4 h 

in Kultur mit OS. (n=1; Daten aus einer Messung von >10´000 Zellen der 8 Repetitionen pro Variable) 

 

Resümierend konnte gezeigt werden, dass Herbimycin A unter serumfreien Bedingungen die OS Auf-

nahme von SV40-RPE und primären RPE nach 1, 4 und 12 Stunden OS Inkubation signifikant inhi-

biert. Die Anbindung zeigte sich erst nach 12 Stunden moderat gemindert. Die durch Serumzugabe 

sonst beobachtete Stimulation der Phagozytose bleibt unter Herbimycin A aus. Ein additiver Effekt von 

Nifedipin und Herbimycin A stellte sich nach 4 Stunden Phagozytose nicht dar. 

 

4.4.4. Einfluss des Wachstumsfaktor bFGF 
BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR (bFGF) wurde für 30 min nach serumfreier Vorinkubation (12h) der 

Zellen appliziert. Die Phagozytose wurde unter Zugabe von OS und erneutem bFGF begonnen. Die 

Aufnahme war nach 4 h unter 1, 10 oder 100 ng /ml bFGF nicht signifikant verändert. Die Anbindung 

hingegen war unter 10 ng /ml reduziert auf 82 ± 10 % SEM (p<0,05) nach 4 h (Abb. 3.33). 

 

 

Abb. 3.33: Einfluss von bFGF (30 min Vorinkubation) auf die OS Phagozytose (4 h) von SV40-RPE Zellen (n=3). 
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Um zu überprüfen, ob ein möglicher bFGF Effekt auf die OS Aufnahme nur initial zu messen ist (Abb. 

3.34), wurde nach 1 h gestoppt und dann die Phagozytose mittels Durchflusszytometrie bestimmt. 30 

min bFGF Vorinkubation (5 ng /ml) ergab eine auf 78 ± 8 % SEM (p<0,001) verminderte OS Phagozy-

tose. Mit 10 ng/ml bFGF sank die OS Aufnahme auf 84 ± 10 % SEM (P<0,001). Mit 100 ng /ml bFGF 

erzielte man eine Reduktion auf 66 ± 3 % SEM im Vergleich zur Kontrolle (p<0,00001).  

 

 

Abb. 3.34: FACS Messung: Einfluss von bFGF (30 min Vorinkubation) auf die OS Phagozytose (1 h) von SV40-

RPE Zellen (n=3). 

In einer weiteren Messung wurde der Einfluss einer 30 min bFGF Stimulation nach HA Vorinkubation 

untersucht. Nach 1 h ist die SV40-RPE Phagozytose um 28 % durch HA und um 55 % durch HA und 

bFGF reduziert (Abb. 3.35). Die Phagozytose (1 h) primären humanen RPE wurde durch bFGF um 7 

%, durch HA um 18 % und bFGF mit HA um 21 % reduziert (Abb. 3.36). 

 
Abb. 3.35: FACS Messung: Einfluss von bFGF (30 min Vorinkubation) und Herbimycin A auf die OS Phagozytose 

(1 h) von SV40-RPE Zellen (n=1; Daten aus einer Messung von >10´000 Zellen der 8 Repetitionen pro Variable). 
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Abb. 3.36: FACS Messung: Einfluss von bFGF (30 min 

Vorinkubation) und Herbimycin A auf die OS Phagozy-

tose (1 h) von humaner primärer RPE Zellen (n=1; 

Daten aus einer Messung von >10´000 Zellen der 8 

Repetitionen pro Variable). 

 

 

 

 

 

 

 

In der Zusammenfassung konnte ein moderater inhibierender Einfluss von bFGF nach 4 Stunden 

Phagozytose auf die Anbindung und nach 1 Stunde auch auf die Aufnahme beobachtet werden. 

4.4.5. Versuche an primären Kontrollratten-RPE 
In einem exemplarischen Kontrollexperiment wurde der Einfluss von PTK und L-Typ Kalziumkanal 

auch an Kontrollratten-RPE mit der Durchflusszytometrie untersucht. Nach 4 h OS Inkubation war die 

Phagozytose in Gegenwart von 5 % FCS auf 147 % angestiegen. Die serumstimulierte Phagozytose 

betrug nach Vorinkubation mit PTK Inhibitor Herbimycin (HA) nur 79 % und in Gegenwart von 0.5 bzw. 

1.0 μM Nifedipin auf 143 und 86 % im Vergleich zur serumfreien Kontrolle (100%). Serumfrei reduzier-

te HA die Phagozytose auf 24 % und 0.5 bzw. 1.0 μM Nifedipin auf 83 bzw. 65 % (Abb. 3.37).  

 

Abb. 3.37: Einfluss von FCS, PTK Inhibition durch Herbimycin (HA) und L-Typ Kalziumkanalinhibition mittels 

Nifedipin auf die OS Phagozytose von Kontrollratten-RPE Zellen (4 h) (n=1; Daten aus einer Messung von 

>10´000 Zellen der 8 Repetitionen pro Variable). 
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4.5. Pathophysiologie der RPE Phagozytose 
4.5.1. Phagozytosedefizit durch MerTK Mutation 

 

Abb. 3.38: Einfluss von FCS auf die OS Phagozytose (4 h) von RCS-RPE Zellen (n = 3). 

Aufgrund der fehlenden MerTK ist die Phagozytose nicht mehr durch die auch in Serum vorhandenen 

Rezeptorliganden Gas6 und Protein S stimulierbar. Dennoch besteht eine geringe Phagozytoserate in 

vitro, die unter Serumfreiheit sogar etwas größer ist als bei gesunden RPE Zellen (Edwards, et al. 

1986). Das hier verwendete in vitro System der RCS-RPE Phagozytose wurde durch die fehlende 

Serumstimulation validiert. Konträr zu gesunden RPE Zellen (Abb. 3.38) wurde die Aufnahme unter 5 

% Serum auf 78 ± 4 % SEM (p<0,05) reduziert. Die OS Anbindung wurde währenddessen auf 210 ± 6 

% SEM (p<0,00001) erhöht. 

4.5.2.  Beteiligung des L-Typ Ca2+ - Kanal 
Unter Zugabe von 0.5 μM Nifedipin war ein signifikanter Anstieg der Phagozytose zu beobachten (AF 

174 ± 4 SEM, p<0,0001 und AB 251 ± 4 SEM, p<0,001). Die Applikation von 1 μM Nifedipin produzierte 

eine auf 165 ± 4 % SEM (AF; p<0,00001) und 256 ± 4 % SEM (AB; p<0,00001) erhöhte Phagozytose im 

Vergleich zur serumfreien Kontrolle. Eine maximale Anbindung wurde bei 2 μM Nifedipin auf 303 ± 10 

% SEM (p<0,00001) erzielt ohne eine Steigerung der Aufnahme (162 ± 13 % SEM) zu bewirken (Abb. 

3.39)  

 

Abb. 3.39: Einfluss von Nifedipin auf die Phagozytose (4 h) von RCS-RPE (n ≥ 3; siehe Tab. im Anhang 8.3). 
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Wie schon unter 4.5.2 dargelegt, wiesen die RCS-RPE Zellen aufgrund des Gendefektes keine Se-

rumstimulierbarkeit auf. Die unter 5 % FCS beobachtete Phagozytose beträgt 78 ± 4 % SEM (AF) und 

210 ± 6 % SEM (AB) im Vergleich zur serumfreien Kontrolle (100 %). Mit 5 % FCS und 0.5 μM Nifedi-

pin maß die Aufnahme 103 ± 6 % SEM und die Anbindung 189 ± 3 %. Der Unterschied in der Aufnah-

me unter 5 % FCS mit und ohne Nifedipin war signifikant (p<0,05). Die Applikation von 1 μM Nifedipin 

steigerte die Phagozytose weiter auf 120 ± 4 % (Aufnahme; p<0,05) und 279 ± 2% (Anbindung; 

p<0,00001). Mit 2 μM Nifedipin bei gleich bleibender FCS Konzentration wurde eine Aufnahme von 

123 ± 3 % SEM (p<0,001) und eine Anbindung von 303 ± 3 % SEM (p<0,001) bewirkt (Abb. 3.40). 

 

Abb. 3.40: Einfluss von Nifedipin in Gegenwart von FCS auf die OS Phagozytose (4 h) von RCS-RPE (n=3). 

Die RPE Zellen den dargestellten Versuchen wurden der Durchflusszytometrie zugeführt. Es zeigten 

sich qualitativ die gleichen Effekte von FCS und Nifedipin auf die Aufnahme (Abb. 3.41). Die Redukti-

on durch 5 bzw. 10 % FCS stellte sich kleiner dar (80 ± 12 bzw. 66 ± 10 %; p=0.02 bzw. p=0.0002). 

Die Steigerung unter 0.5, 1 und 2 µM Nifedipin ohne FCS maß geringer (127 ± 10, 137 ± 9 und 145 ± 

7 %; alle mit p<0.00001). Die Zunahme durch genannte Nifedipinkonzentrationen mit 5 % FCS fiel 

kleiner aus (95 ± 8, 100 ± 9 und 105 ± 10 %; p=0.14, p=0.01 und p=0.01) 

 

Abb. 3.41: FACS Messung: Nifedipineffekt mit /ohne FCS auf die RCS-RPE –Phagozytose (4 h; n=3). 
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Der Einfluss von Nifedipin auf die Phagozytose über einen längeren Zeitraum wurde in einem Experi-

ment beobachtet. Im Gegensatz zu den Messungen nach 1 und 4 Stunden war nach 12 Stunden die 

Aufnahme unter 2,5 µM (60 ± 26 %) sowie 5 µM Nifedipin (46 ± 19 %) und die Anbindung bei 2,5 µM 

(64 ± 24 %) sowie 5 µM Nifedipin (48 ± 24 %) reduziert (Abb. 3.42). 

Zusammenfassend wurde die Phagozytose des RCS-RPE durch Blockierung von L-Typ Kalzium-

kanälen mit Nifedipin initial gesteigert. Dieser Effekt war auf die OS Anbindung größer als auf die Auf-

nahme und jeweils mit und ohne Serumzugabe zu beobachten. Die inhibierende Wirkung des Serums 

und die stimulierende des Nifedipin stellten sich additiv dar. 

 
Abb. 3.42: Einfluss von Nifedipin auf die OS Phagozytose (12 h) von RCS-RPE Zellen (n=1 x 8 Replikationen). 

 

4.5.3. Beteiligung von Proteintyrosinkinasen 
Eine PTK Inhibition mit Herbimycin A (10 μM, 12 h Vorinkubation) inhibierte die serumfreie OS Phago-

zytose (AB 76 ± 10 % SEM, P=0,002; AF 69 ± 8 % SEM, P=0,002). Dieser Effekt resultierte insbesonde-

re auch in Gegenwart von 5% FCS (AB 186 ± 12 % SEM; AF 81 ± 6 % SEM) in der Abnahme von An-

bindung (AB: 104 ± 12 % SEM, p<0,00001) und Aufnahme (AF: 60 ± 6 % SEM, P=0,0002) der Phagozy-

tose (Abb. 3.43) 

 

Abb. 3.43: Einfluss von Herbimycin (24 h Vorinkubation) auf die OS Phagozytose (4 h) von RCS-RPE Zellen 

(n≥3). 
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Die Aufnahmekapazität der RPE Zellen aus den zuletzt gezeigten Versuchen wurde nochmals in der 

Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 3.44). Auch hier zeigte sich der negative Einfluss von FCS auf 

die Phagozytose (5 % FCS: 84 ± 11 % SEM und 10 % FCS: 57 ± 23 % SEM). Des Weiteren konnte 

auch die Reduktion der Phagozytose unter PTK Inhibition verifiziert werden (serumfrei: 74 ± 23 % SEM 

sowie unter 5 % FCS: 55 ± 18 % SEM). 

 

Abb. 3.44: FACS Messung: Einfluss von Herbimycin auf die OS Phagozytose (4 h) von RCS-RPE Zellen (n=3). 

In einem Experiment wurde der Einfluss von Herbimycin A nach 12 Stunden OS Phagozytose gemes-

sen. Die Phagozytose (Aufnahme 12 ± 7 %; Anbindung 28 ± 14 %) wurde vollständig inhibiert (Abb. 

3.45). 

 
Abb. 3.45: Einfluss von Herbimycin (24 h Vorinkubation) auf die OS Phagozytose (12 h) von RCS-RPE. (n=1 x 8 

Replikationen). 

Zusammenfassend wurde durch PTK Inhibition mittels Herbimycin A die Phagozytose des RCS-RPE 

gesenkt. Unter Serumzugabe war eine zusätzliche signifikante Senkung der Phagozytose zu beo-

bachten. 
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4.5.4. Einfluss des Wachstumsfaktor bFGF 
BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR (bFGF) stimulierte nach 24 h Vorinkubation mit 10 und 100 ng /ml 

bFGF die Aufnahme (AF) auf 156 ± 12 % und 208 ± 14 % sowie die Anbindung auf 170 ± 14 % und 

237 ± 17 % nach 4 h OS Phagozytose (Abb. 3.46).  

 
Abb. 3.46: bFGF Einfluss (24h Vorinkubation) auf die Phagozytose (4 h) von RCS-RPE (n=1 x 8 Replikationen). 

Auch nach 12 h Phagozytose konnte die Zunahme von Aufnahme und Anbindung im Vergleich zur 

Kontrolle ohne bFGF noch beobachtet werden (Abb. 3.47). 100 ng /ml bFGF steigerte die Aufnahme 

auf 205 ± 5 % und die Anbindung auf 245 ± 17%. 

 

Abb. 3.47: bFGF Einfluss (24 h Vorinkubation) auf die Phagozytose (12 h) von RCS-RPE (n=1 x 8 Replikationen). 

Die gezeigte bFGF Wirkung von 100 ng /ml nach 24 h Vorinkubation wurde durch Herbimycin A auf 

117 ± 11 % der Aufnahme und 132 ± 15 % der Anbindung nach 4 h OS Phagozytose reduziert (Abb. 

3.48). 

In dieser Arbeit wurde an gesunden humanen RPE Zellen ein inhibitorischer Effekt von bFGF auf die 

Phagozytose nach 1 h, aber nicht mehr nach 4 h beobachtet (Punkt 4.4.4). 
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Abb. 3.48: bFGF Einfluss (24h Vorinkubation) mit /ohne HA auf die Phagozytose (4 h) von RCS-RPE (n=1 x 8 

Replikationen). 

Im Gegensatz dazu wurde nun erstmals an RCS-RPE Zellen eine Steigerung der RCS-RPE Phagozy-

tose nach 30 min Vorinkubation mit 10 ng /ml bFGF (Abb. 3.49) erzielt. Die Aufnahme betrug 169 ± 9 

% SEM) und die Anbindung 141 ± 7 % SEM. Eine Erhöhung der bFGF Konzentration auf 100 ng /ml 

bewirkte keine weitere Zunahme der Phagozytose (AF 153 ± 7 % SEM, AB 158 ± 10 % SEM). 

 

Abb. 3.49: Einfluss von bFGF (30 min Vorinkubation) auf die OS Phagozytose (4 h) von RCS-RPE Zellen (n=3). 
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4.5.5. Zusammenfassung: Gegenüberstellung Kontroll-RPE und RCS-RPE 
Tab. 3.2: Resümee: Phagozytoseexperimente an Kontroll-RPE Zellen (human und Ratte) versus RCS-RPE. 

Kontroll-RPE RCS-RPE Phagozytose 
[ ± SEM %]  

(4 h) Aufnahme Anbindung Aufnahme Anbindung 
Baseline 100 % 100 % 100 % 100 % 
    + 5 % FCS  (SV) 

 (PK) 
 (SV)   

FC
S 

 

    + 10 % FCS  (SV) 
 (PK) 

 (SV)   

1 μM Nifedipin 
(30 min) 

 (SV) 
 (PK) 

 (SV, 1 h, n=1) 

 (SV)   

    + 5 % FCS  (PK)    
2 μM Nifedipin  (PK) 

 (SV, 1 h; n=1) 
   

      + 5 % FCS     
5 μM Nifedipin  (SV) 

 (PK, 1 h; n=1) 
 (SV)  

 (12 h, n=1) 
 

 (12 h, n=1) 

N
IF

ED
IP

IN
 

      + 5 % FCS  (SV)  (SV)   
Herbimycin A 
(12 h) 

 (SV) 
 (SV,12h, n=1) 

 (SV, 1 h, n=1) 
 (PK) 

 (PK, 1 h, n=1) 

 (SV) 
 (SV,12h, n=1) 

 

 
 (12 h, n=1) 

 
 (12 h, n=1) 

      + 5 % FCS  (SV) 
 (PK) 

 (SV)   

      + 10 % FCS  (SV)  (SV)   H
ER

B
IM

YC
IN

 A
 

      + 1 μM Nifedipin  (SV) 
 (SV,12h, n=1) 

 (SV, 1 h, n=1) 
 (PK, 1 h, n=1) 

 (SV) 
 (SV,12 h, n=1) 

  

10 ng /ml bFGF  
(30 min) 

 (SV) 
 (SV, 1 h) 
 (PK, 1 h, n=1) 

 (SV)  
 (24 h bFGF, n=1) 

 (24 h bFGF, 12 t, n=1) 

 
 (24 h bFGF, n=1) 

 (24 h bFGF, 12 t, n=1) 

        + Herbimycin  (SV, 1h, n=1) 
 (PK, 1 h, n=1) 

   

100 ng /ml bFGF 
(30 min) 

 (SV) 
 (SV, 1 h) 

 (SV)  
 (24 h bFGF, n=1) 
 (24 h bFGF, 12 t, n=1)  

 
 (24 h bFGF, n=1) 
 (24 h bFGF, 12 t, n=1) 

bF
G

F 

         + Herbimycin    (n=1)  (n=1) 

IgG-Ak (10 μg /ml) 100 % 100 %   
Mer-Ak (10 μg /ml)  (SV) 

 (PK) 
 (SV)   

Gas6-Ak  
(10 μg /ml) 

 (SV) 
 (PK) 

 (SV)   

IgG-Ak + 5% FCS 100 100   

Mer-Ak + 5% FCS  (SV)  (SV)   

A
N

TI
K

Ö
R

PE
R

 (A
K

) 

Gas6-Ak +5% FCS  (SV)  (SV)   

 
LEGENDE: 
SV = humanes SV40-RPE; PK = humanes  primäres RPE; h = Stunden; min = Minuten; t = OS Inkubationszeit (k.A. =4 h);  
Werte > 100 %:  < 125 %,  < 150 %,  < 200 %;  ≥ 200 %;  
Werte < 100 %:  > 80 %.  > 70 %,  > 60 %,  ≤ 60 % 
kein Einfluss:  
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5. Diskussion 
5.1. Methode der Phagozytosemessung 
5.1.1. Zytofluorometrietechnik 

ie verschiedensten Techniken zur Messung der Phagozytose von Photorezeptoraußensegmen-

ten (OS) durch retinale Pigmentepithelzellen (RPE) stehen zur Verfügung. Dabei basieren die 

meisten Methoden der OS Detektion auf der Fluoreszenzfärbung. Zur Quantifizierung der Phagozyto-

se wurden Durchflusszytometriemessung (Kennedy, et al. 1996, Miceli, et al. 1994), manuelles Zählen 

im Lichtmikroskop (Edwards, et al. 1977, Hall, et al. 1996a, Heth, et al. 1991b, Lin, et al. 1998, McLa-

ren, et al. 1993, Ryeom, et al. 1996b), Radioimmunoassays (Edwards, et al. 1977, Gregory, et al. 

1991, Kennedy, et al. 1994, Ryeom, et al. 1996b) oder Zytofluorometrie (Finnemann, et al. 1997a, 

Mannerstrom, et al. 2001) verwendet. Obwohl viele sehr gute Methoden in der Literatur zur Verfügung 

standen, konnte keine alleinig die von mir aufgestellten Kriterien erfüllen: Messung von Anbindung 

und Aufnahme in einem Messsystem, hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, parallelen Wiederho-

lungen und hoher Probendurchsatz.  

Mit Hilfe der von mir erweiterten Methode zur Messung der Phagozytose von OS durch RPE Zellen 

konnten erstmals Anbindung- und Aufnahmephase der Phagozytose in einem Messverfahren quantifi-

ziert werden.  

Da bisher die Anbindung entweder gar nicht oder meist in einem zweiten Schritt manuell lichtmikro-

skopisch quantifiziert wurde, bietet die optimierte Technik eine Zeitersparnis. Außerdem wurde ein 

hoher Probendurchsatz ermöglicht. Dabei konnten mittels 96-Lochzellkulturplatten bis zu zwölf Variab-

len mit acht Replikationen pro Durchlauf gemessen werden. Dadurch sanken im Vergleich zu anderen 

Techniken der Materialverbrauch und vor allem der Verbrauch an OS. Da gerade die Herstellung der 

OS Zeit in Anspruch nahm, wurde sukzessiv auch der Arbeitsaufwand reduziert. Mit der Vereinfa-

chung der notwendigen Arbeitsschritte und Reduktion des Zeitaufwands konnte aufgrund der acht 

Wiederholungen eine hohe Reproduzierbarkeit der Messergebnisse erreicht werden. Eine Ausfallssi-

cherheit bei Zellverlust durch die Waschungen der Zellkulturen wurde somit ebenfalls auch erwirkt. 

Letztlich sei noch erwähnt, dass die Bedienfreundlichkeit im Vergleich zur Messung mittels Durch-

flusszytometrie besser ist. Der Vorteil letzterer Technik ist die genauere Analyse der Aufnahme (keine 

Detektion der Anbindung) pro Zelle und erlaubt damit die Beobachtung unterschiedlicher Zellpopulati-

onen innerhalb einer Messung. Weiterhin konnte auch im Rahmen dieser Arbeit die höhere Auflösung 

der Durchflusszytometrie gerade nach der kurzen OS Inkubation von einer Stunde genutzt werden. 

Denn mit der Zytofluorometrie konnten zu einem so frühen Zeitpunkt keine signifikanten Unterschiede 

aufgelöst werden. 

In dieser Arbeit wurde aus diversen Gründen auch permanente RPE Zellen verwendet. Prinzipiell 

erlauben permanente Zellkulturen den Gebrauch morphologisch homogener Zellen in hoher Zellzahl, 

bei gleichmäßiger Zellproliferation und Elimination von Variabilitäten bedingt durch Zellspender und 

Zellsubtypen (McKay, et al. 1994).  Im Umkehrschluss muss an dieser Stelle darauf hingewiesen wer-

den, dass die an permanenten Zelllinien erhoben Ergebnisse in ihrer Aussagekraft begrenzt sind. 

Denn Zellen, welche in vitro permanent proliferieren, müssen nicht inhärente Funktionen und Eigen-

schaften differenzierter Zellen aufweisen. Daher wurde die in dieser Arbeit verwendete permanente 
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Zelllinie zuerst hinsichtlich der Phagozytose im Vergleich zur Literatur charakterisiert. Dann erst wur-

den neue Daten erarbeitet, die anschließend in den jeweiligen Fällen an primären RPE noch verifiziert 

wurden. Die in vitro Untersuchung RPE spezifischer Eigenschaften an primärer RPE Zellkulturen ist 

limitiert durch die geringe Verfügbarkeit von humanem Spendermaterial. Die Wahrscheinlichkeit des 

Verlustes oder der Veränderung gewebsspezifische Charakteristika ist auch bei primären RPE Zellkul-

turen gegeben, wenn sie nicht möglichst frühzeitig nach der Überführung in die Zellkultur verwendet 

wurden (Feng, et al. 2003, Nabi, et al. 1993). Daher müssen letztendlich alle in vitro gewonnen Daten 

noch durch weitere Experimente in vivo überprüft werden. SV40 transfizierte RPE Zellen wurden 

schon mehrfach in Studien verwendet (Kato, et al. 1996, Nabi, et al. 1993, Sippy, et al. 1995). Es gibt 

eine RPE Zelllinie aus der Ratte, welche auch für Phagozytosestudien als Modell diente (Feng, et al. 

2002, Finnemann, et al. 1997a, Finnemann, et al. 1997b, Finnemann, et al. 1999, Finnemann, et al. 

2001, Finnemann 2003a, 2004b, Hall, et al. 2003a, Nabi, et al. 1993).   

Zur Verifizierung der neuen Methode wurden zwei Wege gewählt. Zum einen wurden Zellen erst mit 

der erweiterten Methode gemessen und dann verifiziert mittels Durchflusszytometrie. Zum anderen 

wurde die Phagozytose der SV40-RPE Zelllinie, welche bis dahin noch nicht charakterisiert war, wie 

folgt untersucht. Der Beweis der OS Spezifität, der OS Sättigung, der spezifischen Serumstimulierbar-

keit und der Kinetik der Phagozytose konnte erbracht werden (siehe nächster Abschnitt). Somit wur-

den die Zelllinie und damit auch die erweiterte Messtechnik validiert. 

Die Verwendung von kryokonservierten OS ist eine gängige Methode (Finnemann, et al. 1997a, Lin, et 

al. 1998). Die OS nach Kryokonservierung wiesen noch intakte OS auf. Die Verwendung frisch ge-

wonnener OS enthalten wahrscheinlich mehr vollständig intakte OS. In einer früheren Untersuchung 

wurde diskutiert, ob kleinere Fragmente zu einer schnelleren OS Degradierung im RPE führen 

(Goldman, et al. 1979). Desweiteren gibt es Hypothesen zu einem Verlust in der Anstiegsgeschwin-

digkeit in der ersten Stunde der Phagozytose in vitro (Hall, et al. 2003a), jedoch ist die Größenord-

nung als auch die Übertragbarkeit auf humanes Gewebe noch nicht geklärt. 

Die OS stellen wahrscheinlich den physiologischen Reiz der Phagozytose am RPE dar und erlauben 

am ehesten Rückschlüsse auf die in vivo Situation. Weiterhin stellt die Phagozytose von RPE Zellen 

einen Multirezeptorvorgang dar, bei dem wichtige Liganden mit oder auf der OS Oberfläche reagieren. 

Eine Standardisierung der Quantifikation durch Erstellung einer OS Standardkurve für jede Messung 

stellte sich prinzipiell als zu komplex heraus. Eine variierende Partikelgröße in den OS Präparationen 

von einzelnen, bis hin zu kompletten OS, ist anzunehmen. Diese Bandbreite an Partikelgrößen, der 

mögliche Unterschied der Fluoreszenzmarkierung dieser einzelnen Partikelgrößen und der mögliche 

Fluoreszenzmessunterschied von aufgenommen OS zu reinen OS, machte die Erstellung einer Stan-

dardkurve und damit die Berechnung der Anzahl aufgenommener und angebundener OS hier unmög-

lich. Grundsätzlich sollten zwei wichtige Faktoren bei der Interpretation der Daten berücksichtigt wer-

den. Erstens werden bei der Phagozytose in vivo nicht ganze OS aufgenommen, sondern nur kleinere 

Abschnürungen. Zweitens, findet der Versuch unter artifiziellen Bedingungen in Zellkultur statt und 

RPE Zellen können in vitro ihren Phänotyp verändern. Und zusätzlich sollten Ergebnisse, die nur an 

einer RPE Zellinie erhoben wurden noch kritischer betrachtet werden, da diese Zellen einer perma-

nenten Proliferation bei fehlender Kontaktinhibition unterliegen. Daher wurden die an SV40-RPE eva-

luierten Versuche hier weitgehend in an humanen RPE Primärkulturen verifiziert. 
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5.1.2. OS Kompetitionstest 
In Kompetitionsexperimenten wurde die Spezifität der Phagozytose für OS untersucht. Der Nachweis, 

das markierte und unmarkierte OS miteinander in den entsprechenden Verhältnissen konkurrieren 

konnte für die hier verwendeten SV40-RPE Zellen erbracht werden. Die in der Literatur gut charakteri-

sierte Eigenschaft (Edwards, et al. 1986, Edwards 1991, Hall, et al. 1987, Kennedy, et al. 1994, Ken-

nedy, et al. 1996, Mayerson, et al. 1986, Miceli, et al. 1994, Reid, et al. 1992), dass ein OS spezifi-

scher Rezeptorenprozess vorhanden ist, konnte auch für humanes SV40-RPE erbracht werden. Wei-

terhin konnte erstmalig gezeigt werden, dass auch procine OS von humanem RPE spezifisch erkannt 

werden. Das wiederum bestätigt erstmalig die Validität hinsichtlich der spezifischen OS Phagozytose 

einer SV40 transfizierten humanen RPE Zellinie für weitere Untersuchungen. Und letztendlich wurden 

durch den OS Kompetitionstest die Zuverlässigkeit der erarbeiteten Methode der Phagozytosemes-

sung bewiesen. Denn nur OS, welche durch die Fluoreszenzfärbung nicht einschneidend verändert 

wurden, konkurrierten adäquat mit nativen OS. 

5.2. Charakterisierung der Phagozytose durch SV40-RPE 
Eine humane SV40 transfizierte RPE Zelllinie wurde erstmals bezüglich ihrer Phagozytosecharakte-

ristik in dieser Arbeit untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass hinsichtlich OS Aufnahmekapazität, 

Kinetik und der spezifischen Stimulierbarkeit durch Serum eine sehr gute Korrelation zu anderen 

transformierten und transfizierten RPE Zelllinien besteht, wie die folgende Diskussion zeigt. 

5.2.1. Einfluss der OS – Menge 
Die OS Phagozytose der SV40-RPE Zellen zeigte eine OS Konzentrationsabhängigkeit. Dabei wurde 

eine Sättigung der Anbindung zu einem früheren Zeitpunkt als dem der Aufnahme beobachtet. Im 

Vergleich zu Daten in der Literatur ergibt sich im Folgenden beschriebenes Bild.  

Tab. 4.1: Vergleich der OS Sättigungskonzentration mit Daten aus der Literatur. 

Die Sättigung der Phagozytose humaner RPE Zellen in Primärkultur bis dritter Passage (Miceli, et al. 

1994) durch bovine OS war vergleichbar mit unseren Beobachtungen mit porcine OS an SV40-RPE 

Zellen (Tab. 4.1). Beim Vergleich zu Untersuchungen an kultivierten humanen RPE in Primärkultur bis 

Passage 4 (Kennedy, et al. 1994, Kennedy, et al. 1996) und der Phagozytose von bovinen oder Rat-

ten OS war für die Sättigung der OS Aufnahme durch SV40-RPE eine größere Menge porciner OS 

notwendig. Dabei wurde aber jeweils mit unterschiedlichen Serumkonzentrationen gearbeitet. Insge-

samt sind die in Tab. 4.1 aufgeführten Beobachtungen vergleichbar. Es muss jedoch beachtet wer-

den, dass für Abweichungen in Zellzahlen pro Fläche, Kultur- sowie Medienbedingungen und Spe-

OS /cm2 OS /ml ml Loch cm2 OS RPE FCS Literatur 

1.43 x 107 5.0 x 107 0.1 96 0.35 porcine SV40-RPE 5 % Daten aus dieser Arbeit 

1.18 x 107 1.5 x 107 3.0 12 3.80 bovine human (P1-3) 5 % (Miceli, et al. 1994) 

0.79 x 107 1.5 x 107 1.0 24 1.90 bovine human (P3-4) 10 % (Kennedy, et al. 1996) 

0.53 x 107 1.5 x 107 2.5 Filter 7.07 bovine human (P0-1) 10 % (Kennedy, et al. 1994) 

0.53 x 107 1.0 x 107 1.0 24 1.90 rat rat (P0) 10 % (Reid, et al. 1992) 

0.53 x 107 1.0 x 107 1.0 24 1.90 bovine bovine (P0) 10 % (Reid, et al. 1992) 

0.24 x 107 0.5 x 107 2.0 Deckglas 3.80 rat rat (P0) 20 % (Hall, et al. 1987) 
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ziendifferenzen nicht korrigiert wurde. Die Daten suggerieren einen Einfluss der Serumkonzentration 

auf die OS Sättigung. 

Zusammenfassend war die OS Sättigung der Phagozytose in dieser Arbeit vergleichbar mit den Lite-

raturwerten. Aufgrund der bisherigen Datenlagen kann keine klare Aussage auf die vielerorts disku-

tierten Unterschiede der OS Sättigung in Bezug auf die Spezienherkunft der OS und der RPE Zellen 

getroffen werden. Dabei erscheint ein reziproker Zusammenhang von der verwendeten Serumkon-

zentration auf die OS Sättigungskonzentration als möglich. 

5.2.2. Kinetik der OS Phagozytose 
In vivo unterliegt die Phagozytose der OS einem zirkardianen 12 Stunden Hell- und Dunkelrhythmus. 

Dabei kommt es zu einer massiven Phagozytose von 30 bis 150 min Dauer nach ein bis zwei Stunden 

nach dem Übergang von der Dunkel- zur Hellsituation (Herman, et al. 1982, LaVail 1976b, 1980). Es 

wurde beobachtet, dass dieser initiale Anstieg in der Phagozytose zu jeder Tageszeit auch in vitro 

reproduziert werden konnte. Diese Beobachtung wurde zuerst bei in vitro überführten Organkulturen 

sowie RPE Explantaten gemacht (Tamai, et al. 1979, Tamai, et al. 1982). Wenig später wurde dies 

auch an RPE Zellkulturen (Chaitin, et al. 1983b, Edwards, et al. 1977, Hall 1978) gezeigt. Weiterhin 

wurde dann die in vitro OS Phagozytose auch über längere Zeiträume von 24 Stunden verfolgt. Das 

Studium der Anbindung folgte zeitlich wenig später. Es zeigte sich in vielen Studien eine vergleichbare 

Kinetik. Auch die an den SV40-RPE gewonnenen Daten sind mit diesen Literaturwerten vergleichbar. 

In der Literatur war die größte Zunahme der Aufnahme in den ersten zwei bis sechs Stunden je nach 

Spezies (Boulton, et al. 1984, Hall, et al. 1987, McLaren, et al. 1993, Reid, et al. 1992) und den ersten 

4 bis 6 Stunden an humanen RPE in Passage 1 bis 3 (Miceli, et al. 1994) zu beobachten. Eine darauf 

folgende Phase von ungefähr 4 bis 8 Stunden mit geringerer Zunahme der Aufnahme wurde ebenfalls 

beschrieben, die scheinbar nicht durch zunehmenden OS Verdau erklärt werden kann (Reid, et al. 

1992). Weiterhin korrelierten die Ergebnisse mit dem SV40-RPE sehr gut mit den Daten, die an der 

spontan transformierten humanen D407 RPE Zelllinie erhoben wurden (Kennedy, et al. 1996) sowie 

an primären Ratten RPE (Hall, et al. 1987). 

5.2.3. Einfluss von fetalen Kälberserum 
Die SV40-RPE Zellen zeigten unter Serumzugabe eine Zunahme der OS Aufnahme, wie schon mehr-

fach für humanes RPE und anderer Spezies beschrieben wurde (Tab. 4.2). Dies war die erste genau-

ere Analyse einer SV40 transfizierten humanen RPE Zelllinie. Bei zunehmender Serumkonzentration 

zeigte sich eine geringe Zunahme der OS Anbindung ab 1 % FCS und eine Sättigung ab 2,5 %. Vor 

allem wurde jedoch die OS Aufnahme stimuliert. Dieses wurde ebenfalls ab 1 % FCS beobachtet, 

aber die Sättigung trat erst bei 10 % auf. Die ermittelten Werte sind mit Daten an humanem RPE bei 

5 % FCS in der Literatur vergleichbar (Miceli, et al. 1994). Der Serumeffekt an humanen RPE Zellen 

(Miceli, et al. 1994, Miceli, et al. 1997b) und an humanen SV40-RPE Zellen war eher geringer als der 

Effekt an Ratten-RPE (Edwards, et al. 1986, Edwards 1991, Hall, et al. 2001, Mayerson, et al. 1986). 

Mögliche Gründe für diese Beobachtung könnten in den unterschiedlichen Inkubationszeiten, der ver-

schiedenen Serumherkunft, den Spezienunterschieden von RPE oder OS, den unterschiedlichen RPE 

Zellsubtypen (McLaren 1996), der unterschiedlichen OS Aufbereitung (Hall, et al. 2003a) und den 

diversen Zellkulturbedingungen (z.B. Zellaussaatdichte oder siehe auch Einfluss von Zellkulturme-

dienbedingungen auf die Phagozytose Kapitel 5.4) liegen. 
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Tab. 4.2: Literaturvergleich des Serumeinflusses auf die OS Phagozytose des RPE. 

Serum 

[%] 

Phago 

Zeit 

Aufnahme 

-steigerung 

RPE / OS Quelle Literatur 

  1 

  2.5 

  5 

10 

15 

4 h 1 bis 2.5 fach 

1.5 bis 3 fach 

1.5 bis 3 fach 

2 bis 6 fach 

2 bis 4 fach 

SV40-RPE / porcine Daten aus dieser Arbeit 

  5 4 h 1.5 bis 3 fach human P1-3 / bovine (Miceli, et al. 1997b) 

  5 4 h 3 bis 7 fach human P1-3 / bovine (Miceli, et al. 1994) 

  1 

 10 

1 h 0.8 bis 1.4 

4 bis 5 fach 

Ratte P1 / Ratte (Hall, et al. 2001) 

  2 1 h 1.5 bis 2 fach Ratte P0 / Ratte (Edwards 1991) 

  0.5 

  1.25 

  2.5 

  5 

10 

20 

3 h 

 

2 bis 3 fach 

5 bis 8 fach 

7 bis 10 fach 

8 bis 13 fach 

9 bis 11 fach 

9 bis 10 

Ratte P1 / Ratte (Mayerson, et al. 1986) 

  2 

10 

20 

1 h 1.3 fach 

3 bis 13 fach 

3 bis 13 fach 

Ratte P0 / Ratte (Edwards, et al. 1986) 

5.3. Phagozytose und Tissue Engineering 
Das Vorhaben Zellkulturmedien und verschiedene ausgewählte Supplemente zu untersuchen war aus 

unterschiedlichen Gründen von Interesse. In der Literatur besteht keine einheitlich verwendete Tech-

nik der RPE Zellkultivierung. Daher sind die Grundvoraussetzungen im Sinne der Zellkultur bei Zell-

funktionsexperimenten, wie der Phagozytose, meist unterschiedlich und gegebenenfalls nur bedingt 

vergleichbar. Es ist bisher nicht geklärt, welchen Effekt die Zellkulturbedingungen auf die Zellfunktio-

nen haben können. Das Verständnis und die Kontrolle über den Erhalt und /oder die Entwicklung zell-

eigener Charakteristika ist von besonderem Interesse für das Tissue Engineering.  

In der Literatur finden sich wie später diskutiert einige Studien zum Einfluss von Zellkulturbedingungen 

auf morphologische Eigenschaften oder Proteinexpression der RPE Zellen, aber nur wenige im Zu-

sammenhang mit zellulären Funktionen. Diese „in vitro Differenzierung“4 ist in vielerlei Hinsicht von 

Interesse. Das ultimative Ziel liegt in der Entwicklung definierter Zellkulturbedingugen, welche die Pro-

liferation und /oder die „in vitro Differenzierung“, kontrolliert ermöglichen. Die Vorstellungen dabei sind, 

dass diese Bedingungen der in vivo Umgebung der Zellen bestmöglich entsprechen. 

5.3.1. Serumfreie Medien 
SERUMFREIE ZELLKULTIVIERUNG ist eine elementare Komponente der Transplantatentwicklung, aber 

spielt auch zunehmend eine wichtige Rolle bei jeglichen zellbiologischen und –physiologischen Unter-

                                                      
4 Die Differenzierung bezeichnet in der Biologie das Verschiedenwerden von Zellen oder biologischen Strukturen während der 

Individualentwicklung (Ontogenese). Die „in vitro Differenzierung“ ist ein umstrittener Terminus, der vor allem im Tissue engi-

neering zum Tragen kommt. Er beschreibt den Erhalt, und /oder die Wiederherstellung, sowie bei Stammzellen auch die Neu-

ausbildung, zellspezifischer Merkmale (Struktur, Funktion, Polarität, Proteinexpression, etc.) in vitro. 
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suchungen. Denn nur die Gewebszucht in definierten Bedingungen ermöglicht die Kontrolle und damit 

Steuerung zelleigener Charakteristika in Kultur.  

Die serumfreie RPE Kultivierung, der Zellerhalt und die Proliferation in vitro sind erst seit kurzer Zeit 

möglich (Doubilei, et al. 2002, Oka, et al. 1984, Tezel, et al. 1998). Seit diesen jüngsten Fortschritten, 

die auch die serumfreie RPE Zellkultur unter Erhalt wichtiger in vivo Charakteristika eröffnet, sind die 

hier dargestellten Untersuchungen eine neue Basis um Zellkulturmedienkompositionen zu untersu-

chen. Die Qualität und der Erhalt RPE spezifischer Zellfunktionen, wie der Phagozytose, wurden in 

gängige RPE Zellkulturmedien unter serumfreien Bedingungen quantifiziert. 

Hier wurde der Einfluss auf die Phagozytose von folgenden Medien quantifiziert: F99 (Engelmann, et 

al. 2004), DMEM (Dulbecco, et al. 1959), MEM (Eagle 1959), SFM und hSFM (Battista, et al. 1994). 

Es zeigte sich, dass Unterschiede in der Zusammensetzung von Zellkulturmedien die Phagozytose-

leistung beeinflussen.  

Die speziell für serumfreie Zellkultur definierten Medien SFM und hSFM waren für die Phagozytose 

förderlich. Leider sind die Zusammensetzungen der serumfreien Zellkulturmedien nicht veröffentlicht, 

sondern patentgeschützt durch die Firma Invitrogen. Somit war hier kein detaillierter Vergleich mög-

lich. SFM und hSFM könnten in Zukunft sich für RPE Experimente unter serumfreien Bedingungen als 

günstig erweisen. Denn es fördert nicht nur wie hier gezeigt die Phagozytose, sondern erlaubt auch 

die Proliferation sowie den Erhalt RPE differenzierter Funktionen, wie die Expression von Zellverbin-

dungsproteinen wie ZO1 sowie die Expression von Zytokeratin 8, 18 und 19 bei typischer epithelialer 

polygonaler Morphologie in vitro. Desweiteren erlaubt es die Ausbildung von Mikrovilli und eine Mela-

nogenese in vitro (Doubilei, et al. 2002). Somit wären serumfreie Zellkulturmedien verfügbar, die durch 

entfallende Serumzugabe keine Chargenunterschiede verursachen.  

Die in der Literatur gängigsten RPE Zellkulturmedien MEM und DMEM fanden sich im Mittelfeld der 

untersuchten Medien. Die Medien Ham´s F12 und Medium 199 wurden ebenfalls schon vielfach für 

RPE Zellen in vitro verwendet.  

Das Medium F99 ist eine 1:1 Mischung aus beiden, reichhaltiger an Einzelkomponenten als MEM und 

DMEM (siehe Tab. im Anhang 8.3), wurde ebenfalls schon mehrfach in der Literatur verwendet 

(Engelmann, et al. 2004, Hecquet, et al. 2002a, 2002b, 2003, Valtink, et al. 1999a, Valtink, et al. 

1999b, Ventura, et al. 1996) und erwies sich als besonders förderlich für die RPE Zellvermehrung in 

vitro und den Erhalt nach Zellkryokonservierung (Engelmann, et al. 2004, Valtink, et al. 1999b, Ventu-

ra, et al. 1996). Die Phagozytoseleistung von RPE Zellen kultiviert in F99 stellte sich geringfügig klei-

ner aber signifikant im Vergleich zu MEM, DMEM, SFM und hSFM dar.  

Wie aus der Tabelle im Anhang 8.3 entnommen werden kann, unterscheiden sich MEM und D-MEM 

nur geringfügig, F99 aber ist sehr unterschiedlich. Grundsätzlich enthält F99 viel mehr zusätzliche 

Supplemente. Darunter Spurenelemente, zusätzliche Energiequellen, zusätzliche Puffer (Miceli, et al. 

1996), einige Aminosäuren und Vitamine, die alle potentiell die Phagozytose beeinflussen können. 

Andererseits sind wiederum einige der Komponenten, welche auch in MEM und D-MEM vorkommen, 

in F99 in einer viel geringeren Konzentration vorhanden.  

Dabei unterscheiden sich MEM und D-MEM in nur wenigen Komponenten. Natriumpyruvat und einige 

Aminosäuren sind doppelt so hoch konzentriert in D-MEM als in MEM. Ob eine vierfach höhere Glu-

kosekonzentration in D-MEM die Phagozytose eher fördern oder reduzieren könnte ist umstritten (Del 
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Monte, et al. 1991, Miceli, et al. 1994, Senda, et al. 1967). Bei weiterer genauerer Analyse der Kom-

ponenten wurden einige identifiziert, welche eine geringere Phagozytoseleistung erklären könnten. 

F99 enthält nur halb so viel Ca2+ wie MEM und D-MEM und Ca2+ Erniedrigung  reduziert die Phagozy-

tose (Hall, et al. 2002).  

Ob eine tausendfach geringere Glukosekonzentration in F99 als in D-MEM eher für eine geringere 

(Miceli, et al. 1994, Senda, et al. 1967) oder erhöhte (Del Monte, et al. 1991) Phagozytoseleistung 

spricht ist noch unklar. Deoxyribose als zusätzlicher Zucker im F99 könnte das ausgleichen oder für 

die Reduktion verantwortlich sein (Boxer, et al. 1977), da möglicherweise nicht alle Zucker die Phago-

zytose gleichermaßen beeinflussen (Heath, et al. 1983).  

Ebenfalls sind Komponenten im F99 enthalten, die die Phagozytose inhibieren. Dazu zählen ATP 

(Mitchell 2001), Askorbat (Blanks, et al. 1992), Zink (Miceli, et al. 1994) und gegebenenfalls auch Li-

nolensäure (Ikemoto, et al. 2000). Andererseits enthält F99 auch einige wenige bekannte die Phago-

zytose fördernde Supplemente, die nicht in MEM und D-MEM enthalten sind. Dazu zählen Vitamin A 

(Katz, et al. 1987, Yang, et al. 1978) und zusätzliche Antioxidantien (Akeo, et al. 2002, Becquet, et al. 

1994). In F99 sind viel mehr verschiedene Aminosäuren. Und obwohl nur F99 auch exzitatorische 

Aminosäuren enthält, die gegebenenfalls die Phagozytose stimulieren, enthalten MEM und D-MEM 

mengenmäßig viel mehr Aminosäuren, was die Phagozytose gegebenenfalls fördert (Fragoso, et al. 

1999, Lopez-Colome, et al. 1993, Lopez-Colome, et al. 1994). 

5.3.2. Serumsupplementierte Medien 
FETALES KÄLBERSERUM (FCS) ist in der Zellkultur noch ein gängiges und notwendiges Supplement 

zum Erhalt von Vitalität und zur Proliferation der Zellen. Beim Medienvergleich unter Serumzugabe 

zeigte sich ein interessantes Ergebnis hinsichtlich der Phagozytoseleistung.  

RPE Zellen in SFM Medium zeigten unter serumfreien Bedingungen mit die höchste Phagozytose-

leistung und unter F99 eine geringere. Unter Serumsupplementierung erwies sich dennoch F99 als 

vorteilhaft. Grundsätzlich wäre anzunehmen, das Serum in beiden Fällen gleichermaßen die Phagozy-

tose stimuliert. Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass die beiden Serumproteine, Protein S und in 

geringerer Menge Gas6, dafür verantwortlich sind (Hall, et al. 2001, Hall, et al. 2002, Hall, et al. 

2003b, Hall, et al. 2005). Dennoch scheinen andere Faktoren, die wie unter 5.4.1 diskutiert die Pha-

gozytose selbst beeinflussen, diesen Einfluss zusätzlich modulieren. 

Zusammengefasst lässt sich feststellen, dass noch wenig über die Wirkungen der Einzelkomponenten 

von Zellkulturmedien bekannt ist. Die Zusammensetzung gängiger Basalmedien können die Phagozy-

tose von RPE Zellen, wenn auch nur geringfügig, modulieren. Wie sich hier zeigte, bestehen ein Ein-

fluss der Basalmedienkomponenten auch unter maximaler Serumstimulation der Phagozytose und 

das zusätzlich mit veränderter Qualität.  

5.3.3. Chorioidea konditioniertes Medium 
CHOROIDEA KONDITIONIERTES MEDIUM (ChCM) stellt ein komplexes Supplement dar, dessen genaue 

Zusammensetzung nicht bekannt ist. Es beinhaltet trophische Faktoren aus der Choroidea, welche die 

Proliferation bei 15 % ChCM maximal fördern (Ventura, et al. 1996) und die Expression RPE spezifi-

scher Proteine in vitro beeinflusst (Engelmann, et al. 2004, Valtink, et al. 1999a, Valtink, et al. 1999b).  
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Hier wurde nun erstmals der ChCM Einfluss auf eine Zellfunktion, die OS Phagozytose von RPE Zel-

len, studiert (Valtink, et al. 2002). Es wurde eine konzentrationsabhängige Reduktion beider Phagozy-

tosephasen ermittelt. Eine ChCM Konzentration von 5 bis 15 % war inhibierend. In einer vorherigen 

Studie zeigte eine ChCM enthaltende Medienkomposition, basierend auf Medium F99, einen förderli-

chen Effekt auf die Kalziumkanalexpression an humanem RPE in vitro (Valtink, et al. 1999b).  

Ein Interesse am Studium des ChCM Einflusses auf das RPE in vitro basiert auf der Hypothese, dass 

die Sekretion diverser Signalstoffe von Nachbarzellen einen wichtigen stabilisierenden Einfluss auf 

zellimmanente Charakteristika haben. Es besteht die Vorstellung, dass man unter Verwendung dieses 

komplexen Supplementes in der Zellkultur den Einfluss auf Zellmorphologie, Proteinexpression und 

Zellfunktionen nutzen kann, um nach Entschlüsselung der Zusammensetzung von ChCM wichtige 

Hinweise für die Herstellung von vollständig definierten Medien zu erhalten. An ziliaren Ganglienzell-

neuronen stimulierte ChCM die Expression von Somatostatin (Coulombe, et al. 1991). Dabei konnte 

gezeigt werden, dass womöglich Activin, ein Differenzierungsfaktor, im ChCM dafür verantwortlich war 

(Coulombe, et al. 1993). RPE Zellen exprimieren Activin, dessen Rezeptoren und reagieren mit Migra-

tion auf Activinapplikation (Jaffe, et al. 1994, Mitsuhiro, et al. 2003, Obata, et al. 1999). RPE Zellen 

weisen funktionelle Somatostatinrezeptoren auf (Kishi, et al. 1996, Klisovic, et al. 2001, Sall, et al. 

2004, Vasilaki, et al. 2004). Somatostatin wiederum konnte die Phagozytose durch verschiedenen 

Phagozyten stimulieren oder inhibieren (Ahmed, et al. 2001, Cornell, et al. 1982). 

Eine weiterhin hoch interessante Hypothese wird durch den hier gezeigten negativen Einfluss von 

ChCM auf die Phagozytose von RPE Zellen aufgeworfen. Frühe Veränderungen bei der altersabhän-

gigen Makuladegeneration (AMD) stellen Brüche und Lücken in der Bruchmembran dar (Heriot, et al. 

1984, van der Schaft, et al. 1993). Später können sich choroidale Neovaskularisation bilden und die 

RPE Barriere schädigen (Zarbin 1998).  

Abb. 4.1:  

Die Choroidea mit den choroidalen Gefäßen, Melanozyten und 

Stromazellen liegt basal der RPE Zellen und somit vor der Blut-

Retina Schranke. Prozesse die zum Verlust dieser Schranke 

führen, wie sie zum Beispiel im Rahmen der altersabhängigen 

Makuladegeneration auftreten, würden die Passage trophischer 

und toxischer Substanzen aus dem choroidalen Gebiet in den 

subretinalen Raum zulassen. Ein Choroidea konditioniertes 

Medium inhibiert die Phagozytose in vitro. 

In allen Fällen wird ein neuer pathologischer Kontakt zwischen Choroidea, RPE und subretinalem 

Raum ermöglicht. Es gibt umfangreiche Hinweise darauf, dass Veränderungen der Phagozytose-

leistung und /oder dem Abbau von Phagosomen wiederum zu metabolischen Beeinträchtigungen der 

Zellen führen (Gal, et al. 2000, Sun, et al. 2001, Vollrath, et al. 2001). Das hat dramatischen Konse-

quenzen für die Photorezeptoren, deren Überleben vom gesunden RPE abhängt. Zum Beispiel könnte 

eine verlangsamte Phagozytose zur vermehrten Oxidierung von Photorezeptorenlipidanteilen schon 

vor Bindung und Aufnahme führen. Das lysosomale System des RPE könnte möglicherweise unfähig 

sein diese oxidierten Photorezeptorpartikel effektiv abzubauen (Becquet, et al. 1994, Finnemann, et 

al. 2002), was zum Teil durch eine gestörte Fusion von Lysosomen mit Phagosomen bedingt sein 
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könnte (Hoppe, et al. 2001). Andererseits könnte die in der Spätphase der AMD entstehende choroi-

dale Neovaskularisation mit einem erhöhten Spiegel an Activin einhergehen. Activin fördert die Angio-

genese durch Stimulation der VEGF (vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor) Sekretion (Poulaki, 

et al. 2004) und mindert als Bestandteil des ChCM wie hier gezeigt möglicherweise die Phagozytose-

leistung (Abb. 4.1). Die zur altersabhängigen Makuladegeneration beitragenden Mechanismen sind 

multifaktoriell, komplex und unvollständig verstanden (Bird 1996, Zarbin 1998). 

5.3.4. Retinaextrakt 
RETINAEXTRAKT (RE) ist ein Zellkulturmedienzusatz, der 1990 erstmals als förderlich für eine RPE „in 

vitro Differenzierung“ beschrieben wurde (Pfeffer 1990). Seitdem konnten diese Beobachtungen durch 

weitere Studien gestützt (Hu, et al. 2001), sowie ein stimulierender Einfluss auf das in vitro Proliferati-

onsverhalten ermittelt werden (unveröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Engelmann).  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass die Verwendung von 1 % RE die Phagozy-

tose fördert. Höhere Konzentrationen hingegen reduzierten die Phagozytose. RE wurde mit 1 % Sup-

plementierung für eine Mediumkomposition beschrieben, die den Erhalt von RPE Zellcharakterisitika 

in Kultur begünstigt (Hu, et al. 2001). Ein RE Einfluss wurde bisher vor allem hinsichtlich Morphologie, 

Proteinexpression und Polarität untersucht.  

Hier konnte nun auch gezeigt werden, dass die Phagozytose nicht nur erhalten sondern auch stimu-

liert wird. Somit kann ein komplexes Supplement, je nach zugebender Konzentration, unterschiedliche 

Wirkungen auf Zellfunktionen haben. Gerade komplexe Zusätze mit unterschiedlichen konzentrations-

bedingten Wirkungen eignen sich zur weiteren Inhaltsstoffanalyse und –subtraktion. 

Das Retinaextrakt als ein Produkt der Retina enthält die Phagozytose stimulierende Komponenten, 

welche wie hier getestet bei einer Konzentration von 1 % RE zum Tragen kommen. Bei einer Konzent-

ration von 5 und 10 % hat RE einen inhibierenden Effekt. Diese Effekte könnten sich durch das Vor-

handensein ein oder mehrerer verschiedener natürlicher Rezeptorliganden der Phagozytoseregulation 

im RE erklären. Die Phagozytose wird so möglicherweise durch RE Zugabe stimuliert und ab einer 

gewissen Konzentration kommt es zur kompetitiven Inhibition oder dem überwiegen von Inhibitoren.  

Diese konträren Einflüsse könnten bei Retinazelluntergängen theoretisch auch in vivo entstehen und 

somit den pathologischen Verlauf beeinflussen. Folglich könnte in der Pathogenese die Phagozytose 

stimuliert werden, um dem mehr an Debris gerecht werden. Die Pathogenese könnte sich aber auch 

eigenständig potenzieren, indem die Phagozytoseleistung reduziert wird, damit sich der Debrisanfall 

vergrößert und letztlich auch der Zelluntergang zunimmt (Abb. 4.2). Diese Hypothese ist auch von 

besonderem Interesse für die Zellgewebsersatztherapie bei Retinadegenerationen basierend auf funk-

tionsdefizientem RPE. Denn bei einer Transplantation von gesunden RPE würde gegebenenfalls auch 

die Phagozytose der eigentlich funktionsfähigen Transplantatzellen beeinträchtigen werden. 

Abb. 4.2: Die Retina ist die apikale Nachbarstruktur des RPE. 

Ein Zelluntergang der Retina im Rahmen einer retinalen Dege-

neration führt zur unkontrollierten Freisetzung trophischer oder 

toxischer Substanzen. Ein Retinaextrakt fördert in geringer Kon-

zentration und inhibiert bei höheren Konzentrationen die Phago-

zytose von RPE Zellen in vitro. 
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5.3.5. Komplettmedien 
Im letzten Schritt der dargestellten Medientestung wurde der Einfluss von Vollmedien untersucht, um 

die Effekte der zugegebenen Einzelsupplemente aufzuzeigen.  

Das Vollmedium F99RPE wurde für die optimale Expansion von RPE Zellen in vitro entwickelt 

(Engelmann, et al. 2004, Valtink, et al. 1999b, Ventura, et al. 1996). Dabei besteht die Originalrezeptur 

aus Basalmedium F99 mit 15 % ChCM, 10 % FCS, 1 µg /ml Insulin, 1 mM Natriumpyruvat und Antibi-

osezusatz. Ein weiteres neues Vollmedium (F99RPE_RE) enthält anstatt ChCM 1 % RE. 

Dabei zeigte sich, dass 10 % Serum die Phagozytose stimuliert (siehe 5.3.3.). Ein weiterer Zusatz von 

Insulin und Pyruvat verringerte diesen Effekt. Dabei ist noch nicht klar wie diese Wirkung zu Stande 

kommt. Die serumfreie Phagozytose von RPE Zellen wird bei entsprechend eingesetzter Insulinkon-

zentration gesteigert (Miceli, et al. 1994), wenn Insulin direkt vor Testbeginn hinzugegeben wird. Der 

Insulineinfluss nach 24 Stunden Präinkubation ist nicht bekannt. Der alleinige Effekt von Pyruvat auf 

die Phagozytose von RPE Zellen wurde noch nicht untersucht, aber die unspezifische Phagozytose 

von Latexpartikeln durch Leukozyten wird bei direkter Zugabe stimuliert (Boxer, et al. 1977).  

Die additive Supplementierung von 15 % ChCM und 1 % RE weisen hier den gleichen Effekt auf, wie 

unter serumfreien und nicht supplementierten Bedingungen (siehe 5.4.3. und 5.4.4.). Wie schon zuvor 

beobachtet, führt eine Stimulation der Phagozytose durch Serumzugabe nicht unweigerlich zum glei-

chen Ausmaß (siehe 5.4.2.). Abermals zeigte sich dieser interferierende Effekt, da 15 % ChCM die 

Serumstimulation mindert. Diese Effekte beruhen vermutlich auf spezifischen Einzelkomponenten, die 

zurzeit noch nicht identifiziert wurden. 

Schlussfolgernd kann festgehalten werden, dass mit der Testung von Zellfunktionen, wie der Phago-

zytose, Wirkungen von Medienkomponenten identifiziert werden konnten, die für die Weiterentwick-

lung des RPE Tissue Engineering wichtig sind. In vitro stehen die Proliferation, der Erhalt von zellim-

manenten Charakteristika sowie die Zellfunktion im Zusammenhang. Auch in dieser Arbeit zeigte sich, 

dass komplexe Zusätze wie ChCM und RE, die unter anderem ihre Anwendung beim Erhalt differen-

zierter Zelleigenschaften in vitro finden, auch die Phagozytosefähigkeit beeinflussen. Es kommt insbe-

sondere auf die richtige Dosierung an, so dass diese Zellfunktion nicht beeinflusst oder sogar geför-

dert wird. Obwohl jetzt die Einzeleinflüsse von ChCM und RE auf die Phagozytose bekannt sind sollte 

beachtet werden, dass sich deren Wirkung in Gegenwart anderer Supplemente quantitativ verändert. 

Das ultimative Ziel beim Studium von Zellkulturmedienbedingungen ist die Herstellung definierter Me-

dien für konkrete Experimentbedingungen (Bottenstein, et al. 1979a, Bottenstein, et al. 1979b, Mather 

1998). Denn erst ein serumfreies definiertes Medium kann reproduzierbar eine Vergleichbarkeit und 

Qualitätsgarantie in der Herstellung von Zellen in vitro gewährleisten. Dieses ist für das RPE insbe-

sondere von Interesse für das Tissue Engineering als auch für die Grundlagenforschung. Die Entwick-

lung von geeigneten Verfahren zur Aufbereitung, Expansion und Lagerung von RPE Zellen oder der 

Prädifferenzierung von Vorläufer oder Stammzellen in vitro sind essentiell für die Bereitstellung einer 

potentiellen RPE Gewebeersatztherapie. In beiden Fällen ist man angewiesen auf eine Zellvermeh-

rung in vitro unter kontrollierten Bedingungen (Dutt, et al. 2003, Lu, et al. 2001, Shih, et al. 2002). Die 

möglicherweise notwendige Spendertypisierung führt zur Aufbewahrung von RPE Zellen mittels Kryo-

konservierung in einer RPE Zellbank (Valtink, et al. 1999a), was wiederum ebenfalls adäquate Zelkul-

turbedingungen nach dem Auftauen und vor der Transplantation beansprucht. Der Erhalt oder die 
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Wiederherstellung nach Zellexpansion und Kryokonservierung, des den in vivo Bedingungen entspre-

chenden Zellphänotyp, der Morphologie und der Zellfunktionen, sind essentiell für eine erfolgreiche 

Zellersatztransplantation. Die hier dargestellten Ergebnisse unterstützen die Notwendigkeit sehr präzi-

se definierter Zellkulturmedien für die Grundlagenforschung als auch für das Tissue Engineering von 

RPE Zelltransplantaten. 

 

5.4. Physiologie der RPE Phagozytose 
Die Untersuchungen zur Physiologie der Phagozytose von RPE Zellen zeigen auf einem neuen Wege 

die Beteiligung der MerTK Rezeptortyrosinkinase und dessen potentiellen Liganden Gas6. Ebenfalls 

wird die Rolle eines zusätzlichen Liganden im Serum bestätigt.  

Mit dem Ziel die funktionelle Beteiligung der Ca2+ Kanäle bei der Phagozytose zu identifizieren, wurde 

in weiteren Experimenten Ca2+ Kanal assoziierte Signaltransduktionspartner untersucht. Bekannter-

weise interagieren der Wachstumsfaktor bFGF und die zytosolische Tyrosinkinase pp60c-src mit L-Typ 

Ca2+ Kanäle vom Subtyp alpha1D (Cav1.3) am RPE (Rosenthal, et al. 2001, Rosenthal, et al. 2002, 

Strauss, et al. 2000). Hier konnte gezeigt werden, dass diese Cav1.3 Modulatoren, bFGF extrazellulär 

und pp60c-src intrazellulär, potentiell an der Phagozytoseregulation beteiligt sind (Karl, et al. 2002). 

5.4.1. Beteiligung von MerTK /Gas6 
DIE MER-REZEPTORTYROSINKINASE (MERTK) MIT LIGAND GAS6 und Protein S sind essentieller Bestand-

teil der Phagozytose von RPE Zellen abgescherter Photorezeptoraußensegmente (OS) und damit vital 

für die Funktion und das Überleben der Photorezeptoren in der Retina.  

Die Erkennung, die Anbindung und die Aufnahme der OS sind die wichtigen Schritte der Phagozytose. 

Für das RPE wurden bis dato eine ganze Reihe an Rezeptoren und Signalmolekülen identifiziert, wel-

che einerseits möglicherweise einzeln und andererseits in Form eines Multirezeptorkomplexes agie-

ren. Dabei gibt es für beide Fälle Varianten, die keinen OS Kontakt benötigen, möglicherweise auch 

basolateral lokalisiert sein könnten (Finnemann, et al. 2001) und die direkte Interaktion mit den OS in 

benötigen (Wu, et al. 2005).  

5.4.1.1 Immunhistochemie 

In immunhisto- und zytochemischen Untersuchungen wurde in dieser Arbeit das Vorhandensein von 

MerTK und Gas6 im RPE und der Photorezeptorschicht an humanen Gewebeschnitten sowie in 

SV40-RPE Zellen in vitro gezeigt. 

Die in dieser Arbeit verwendeten polyklonalen Antikörper gegen MerTK (gegen N-terminale Peptidse-

quenz) und dessen potentiellen Liganden Gas6 (C-terminale Peptidsequenz) sind die ersten kommer-

ziell erhältlichen. Der Nachweis der Rezeptortyrosinkinasen MerTK und eines potentiellen Liganden 

Gas6 mittels Immunhistochemie wurden aus verschiedenen Gründen verfolgt. Der Nachweis von 

MerTK im RPE konnte erstmals auf diesem Wege bestätigt werden. Ausserdem wurde die humane 

Retina auf MerTK gefärbt und diese konnte auch in der Photorezeptorschicht lokalisiert werden. Inwie-

fern der Rezeptor dort an der Phagozytose beteiligt ist, ist nicht geklärt. 

Die Expression von Gas6 in der Retina der Ratte konnte zuvor mittels Northern Blot gezeigt werden 

(Hall, et al. 2001). Mögliche Quellen des Gas6 in der Retina in vivo waren bis vor kurzem nicht be-
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kannt. Potentielle Kandidaten stellen das RPE selbst, die Photorezeptoren oder die Müller Gliazellen 

dar (Hall, et al. 2005). In dieser Arbeit konnte nun erstmalig gezeigt werden, dass die RPE Zellen 

selbst möglicherweise Gas6 bereitstellen. Eine moderate Färbung im Bereich der Photorezeptoren 

lässt dort ebenfalls Gas6 vermuten. Ob Gas6 deshalb auch von Photorezeptoren oder Müllerzellen 

bereitgestellt wird, oder ob nur das vom RPE sezernierte Protein an die Außensegmente gebunden 

hat, bleibt unklar. Eine geringe Positivität der äußeren limitierenden Membran der Retina, welche 

durch die Adhärensverbindungen der Photorezeptorinnensegmente und den Müller Zellen zu Stande 

kommt, wurde auch in der Immunhistochemie der humanen Retina gefunden. Ob die Müller Zellen 

MerTK exprimieren, kann aus diesen Untersuchungen nicht geschlossen werden. 

Als intrinsische Positivkontrolle wurde die Färbung von Thrombozyten (Angelillo-Scherrer, et al. 2001, 

Chen, et al. 2004, Ishimoto, et al. 2000) und weiteren Gas6 exprimierende hämatopoetische Zellen 

(Graham, et al. 1994) in Blutgefäßen der Retina angenommen. Hier zeigte sich unter Aussparung der 

Erythrozyten, die kein Gas6 aufweisen (Ishimoto, et al. 2000), die positive Färbung von anderen Zel-

len im Gefäßlumen. Die Ergebnisse der Immunhistochemie bestätigten die Spezifität der Antikörper, 

so dass in weiteren Versuchen der funktionelle Einfluss der Antikörper auf die Phagozytose getestet 

werden konnte. 

Mit dem Ziel die funktionelle Beteiligung von MerTK und Gas6 bei der Phagozytose von RPE Zellen 

zu testen, wurde zuerst das Vorhandensein beider Signaltransduktionspartner in der SV40-RPE Zellli-

nie gezeigt. SV40-RPE wies eine gute Antigenexpression für MerTK und Gas6 auf. Dadurch wurde 

abermals die Zelllinie validiert und erstmals die Expression von Gas6 in vitro am RPE gezeigt. 

Somit stellt RPE auch in vitro eine mögliche Quelle des Gas6 dar. Vielleicht ist diese Beobachtung 

insbesondere unter serumfreien Bedingungen bedeutsam, wenn, wie zum Teil in dieser Arbeit, der vor 

Phagozytosemessung die Zellen 24 Stunden serumfrei kultiviert wurden. Denn in serumreduzierter 

Zellkultur von humanen Fibroblasten sowie NIH 3T3 Zellen wurde die verstärkte Expression von Gas6 

beschrieben (Manfioletti, et al. 1993). Diese Hypothese am RPE zu testen ist Gegenstand laufender 

Untersuchungen. Die Expression von Gas6 mRNA konnte in SV40-RPE, der ARPE Zellinie sowie in 

frischem humanem RPE nachgewiesen werden (unveröffentlichte Arbeiten von Dr. rer. nat. Sönke 

Wimmers aus dem Labor von Prof. Dr. rer nat. Olaf Strauss).  

Zusammengefasst bestätigen die hier dargestellten Ergebnisse vorhergehende Untersuchungen, bei 

denen die Expression von MerTK und Gas6 in Retina und RPE mittels PCR und Western-Blot gezeigt 

wurden (D'Cruz, et al. 2000, Dufour, et al. 2003, Hall, et al. 2001, Hall, et al. 2005, Nandrot, et al. 

2000). Desweiteren wird die potentielle Beteiligung von Gas6 als Ligand der MerTK an der OS Pha-

gozytose von RPE Zellen nicht nur in vitro, sondern möglicherweise auch in vivo unterstützt (Hall, et 

al. 2001, Hall, et al. 2002, Hall, et al. 2003b).  

Hier wurde erstmals die MerTK Expression in der Photorezeptorschicht der Retina gezeigt, wobei ein 

möglicher Zusammenhang mit der Phagozytose bisher nicht klar ist. Die Photorezeptorschicht im Ge-

webeschnitt weist auch Gas6 auf. Ob Gas6 auch von Photorezeptoren oder Müller Zellen zusätzlich 

zum RPE zur Verfügung gestellt wird, muss noch in weiteren Untersuchungen festgestellt werden.  

Die SV40 RPE Zellinie weist MerTK Rezeptor und Gas6 Ligand entsprechend den in vivo Beobach-

tungen auf und stellt damit eine valide Zelllinie für funktionelle Phagozytosestudien auch unter serum-

freien Bedingungen dar. 
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5.4.1.2 Phagozytose 

Durch Blockierung mit Antikörpern (Ak) gegen MerTK und Gas6 konnte auf einem neuen Wege erst-

mals bestätigt werden, dass MerTK, dessen Ligand Gas6 und ein weiterer Ligand (möglicherweise 

Protein S) im Serum an der OS Phagozytose von RPE in vitro beteiligt sind. Die Beobachtungen las-

sen sich wie folgt interpretieren. 

Die OS Aufnahme wurde unter serumfreien Bedingungen konzentrationsabhängig mittels MerTK-Ak 

inhibiert. Dass Aufnahme und Anbindung unterschiedlichen Rezeptoren unterliegen wurde vielfach in 

der Literatur aufgezeigt (Finnemann, et al. 2001, Finnemann 2003a, Hall, et al. 1987). Dennoch ist 

nicht überzeugend geklärt, ob die Aufnahmeregulation über MerTK nicht auch einen potenzierenden 

Anteil an der Anbindung der OS hat (Wu, et al. 2005). 

Die OS Anbindung wurde auch bei allen untersuchten Antikörperkonzentrationen geringfügig, aber 

signifikant reduziert. Doch unterlag dieser Effekt keiner Konzentrationsabhängigkeit, sondern einer 

Reduktion gleicher Größe und einer höheren Schwankungsbreite. Für die einheitlich geringere Bin-

dung sind verschiedene Gründe möglich. Artifizielle Ursachen wären ein eigener Effekt von IgG Anti-

körper, sterische Beeinflussung und Aggregation von Photorezeptoren. IgG Antikörper wiesen in der 

Literatur bis dato keinen eigenen Effekt auf die Phagozytose von RPE Zellen auf (Finnemann, et al. 

1999, Finnemann, et al. 2001, Finnemann 2003a). 

Eine sterische Beeinflussung der OS Anbindung durch die Antikörper ist unwahrscheinlich, aber viel-

leicht möglich, wenn OS wirklich, wie in der immunhistochemischen Färbung beobachtet, auch MerTK 

exprimieren. Daher könnten die OS an die potentiellen Bindungsrezeptoren, wie zum Beispiel αvβ5 

Integrine, die mit MerTK lokalisieren nicht mehr anbinden (Abb. 4.3). Desweiteren könnte es aufgrund 

von MerTK in OS Membranen zu Verklumpungen und durch die Waschschritte zu unregelmäßigem 

Verlust angebundener OS kommen. 

Bei der RCS Ratte, einem Tiermodell für erbliche retinale Degeneration ist aufgrund funktionsloser 

MerTK die Phagozytose ist nicht mehr effizient genug. Das führt in vitro zum Verlust der Phagozyto-

sestimulation mittels Gas6, Protein S und Serum (Chaitin, et al. 1983b, Edwards, et al. 1977, Ed-

wards, et al. 1986, Edwards 1991, Hall, et al. 2001, Hall, et al. 2002, Hall, et al. 2005). Dabei zeigte 

die Phagozytose von RCS-RPE Zellen in vitro eine geringfügig höhere basale Aufnahme unter serum-

freien Bedingungen als unter Serumstimulation im Vergleich zur serumfreien Phagozytose von gesun-

dem RPE. Dem MerTK Rezeptor wird beim RPE eine Hauptrolle bei der OS Aufnahme zugemessen 

ohne eigenen Einfluss auf die Anbindung (Hall, et al. 2001, Hall, et al. 2002, Hall, et al. 2005). 

Im Vergleich zum MerTK defizienten RPE war MerTK aber in den hier durchgeführten Untersuchun-

gen voll funktionsfähig und lediglich die Anlagerung des Liganden wurde blockiert. Desweiteren könn-

ten schon mit Liganden besetzte Rezeptoren nicht geblockt werden. Dadurch gab es möglicherweise 

Membranareale mit und ohne blockierte Phagozytose. Weiterhin wurde für das RPE gezeigt, dass das 

OS bindende Integrin αvβ5 den MerTK Rezeptor aktiviert (Finnemann 2003b, Nandrot, et al. 2004b).  

In anderen Zellsystemen (z.B. Phagozytose der Makrophagen und Dendritenzellen) wurde ein umge-

kehrter Kommunikationstyp gezeigt, so dass eine zweiseitige Kommunikation der Systemen möglich 

wäre (Hu, et al. 2004, Wu, et al. 2005). Auf diese Weise könnte ein mit Antikörper blockierter MerTK 

durch Stimulation anderer Membranrezeptoren auf intrazellulärem Wege phosphoryliert und damit 
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aktiviert werden. Dieser Weg wäre bei der RCS Ratte, der MerKD (Rezeptortyrosinkinase ist funktions-

los5) Maus sowie der Mer defizienten Maus nicht wirksam. In einer Studie wurde auch eine agonisti-

sche Wirkung von MerTK Antikörper gezeigt, wobei die Quelle des Antikörpers leider nicht zitiert wur-

de (Todt, et al. 2004). 

Schlussfolgernd könnte die Unterbrechung der MerTK Signaltransduktion durch Antikörper zu einer 

limitierten Bereitstellung oder einem gestörten Membranverteilungsmuster OS bindender Rezeptoren 

führen. Ferner ist nicht klar, ob der verwendete Antikörper nicht auch agonistische Funktion aufweist. 

Letztendlich bleibt der mögliche Einfluss auf OS Anbindung und ein potentieller Zusammenhang mit 

der Aufnahme vorerst ungeklärt.  

Die Phagozytose von RPE Zellen in vitro ist stimulierbar durch Serumzugabe, dabei sind beide MerTK 

Liganden, Gas6 und Protein S, darin verfügbar. Hall et. al konnten zeigen, das die maximale Steige-

rung unter Gas6 oder Protein S dem maximalen Serumeffekt entspricht (Hall, et al. 2001, Hall, et al. 

2002, Hall, et al. 2003b, Hall, et al. 2005). Die hier untersuchte serumstimulierte Phagozytose war 

durch MerTK-Ak nur geringfügig bei maximal getesteter Antikörperkonzentration hemmbar. Die ge-

wonnen Daten deuten darauf hin, dass unter Serumzugabe Gas6 nur einen geringen Anteil an der 

Serumstimulation hatte. Gas6 ist nur ein möglicher Ligand der für MerTK beschrieben wurde. Ein ver-

wandter Serumfaktor ist Protein S, welcher auch mit MerTK reagiert. Protein S ist zu 43 % homolog zu 

Gas6 (in Bezug auf die Aminosäuresequenz; (Manfioletti, et al. 1993)) und beide sind Liganden für 

Mitglieder der Axl, Mer und Tyro3 Rezeptortyrosinkinasen (Chen, et al. 1997, Funakoshi, et al. 2002, 

Godowski, et al. 1995). Die Ergebnisse bestätigen erstmals, dass der Effekt der Serumstimulation 

hauptsächlich durch Protein S getragen wird. Zuvor konnte Gas6 nur nach Konzentrierung durch Im-

munoprezipitation im Serum detektiert werden und humanes Blut enthält weniger als 1 µg/ml Gas6 

(Hall, et al. 2005). Protein S ist reichlich in Serum vorhanden (Dahlback, et al. 1981) 

Der Gas6-Ak senkte die OS Aufnahme ebenfalls konzentrationsabhängig in Serumfreiheit. Ein gering-

fügiger negativer Einfluss auf die Anbindung war nur bei maximaler Antikörperkonzentration zu ver-

zeichnen. Theoretisch führten die Antikörper zum Abfangen von freien, OS gebundenen und MerTK 

gebundenen Gas6. Inwieweit Antikörper gebundenes Gas6 noch MerTK aktiviert, ist nicht bekannt. 

Auf jeden Fall könnte theoretisch die Inhibition unter Gas6-Ak stärker sein als unter MerTK-Ak, da 

Gas6 besetzte MerTK unter Gas6-Ak blockiert wurden, aber unter MerTK-Ak nicht. 

 

Abb. 4.3: Modell der OS Phagozytose des serumfreien RPE nach Inkubation mit selektiven Antikörpern gegen:     

A) Gas6: alle Gas6 Liganden werden abgefangen und eine Assoziation von OS mit dem MerTK Rezeptor auf 

RPE Zellen kommt nicht zustande; B+C) Mer: Nur MerTK Rezeptoren, die nicht (B) durch autokrines Gas6 des 

RPE besetzt sind werden mit Antikörpern blockiert, so dass partiell (C) eine OS Aufnahme möglich sein könnte. 

                                                      
5 KD (engl.) kinase death 
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Unter Serumzugabe kam es zu einer signifikanten moderaten Inhibierung der OS Aufnahme, die etwa 

10 % größer als unter MerTK-Ak war. Diese Differenz könnte zustande kommen, da auch Gas6 be-

setzte Rezeptoren geblockt werden. (Abb. 4.3). 

Die OS Phagozytose von RPE Zellen hat, wie in der Einleitung erläutert, viele Parallelen mit der Pha-

gozytose apoptotischen Materials. Hu et al. konnten kürzlich zeigen, dass ein Antikörper gegen die N-

terminale Region von MerTK die Aufnahme apoptotischer Thymozyten durch peritonale und alveolare 

Makrophagen inhibiert (Hu, et al. 2004). Und Shacter et al. (2000) zeigten, dass Protein S eine aktive 

Komponente im Serum ist, die die Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen stimuliert.  

 

5.4.2. Beteiligung von L-Typ Ca2+-Kanälen 
SPANNUNGSABHÄNGIGE L-TYP CA2+ KANÄLE werden spezifisch durch Nifedipin blockiert, was eine Re-

duktion der OS Phagozytose an humanen SV40-RPE, humanen primären RPE und primären RPE 

von Kontrollratten bewirkte. Diese äußerte sich in einer konzentrationsabhängigen Inhibierung von 

Anbindung und Aufnahme nach 1 Stunde und auch noch nach 4 Stunden OS Inkubation an SV40-

RPE. Dieser Effekt zeigte sich auch unter Serumstimulation. An den primären humanen RPE Zellen 

zeigte sich auch eine Reduktion nach 4 Stunden OS Inkubation, jedoch fiel die Inhibierung bei gleich-

zeitiger Serumstimulation geringer als an den SV40RPE Zellen aus. In einem Experiment konnte kein 

Nifedipineinfluss nach 1 Stunde Phagozytose beobachtet werden (Fig. 3.26). 

L-Typ Ca2+ Kanäle sind charakterisiert und definiert durch ihre Sensitivität auf Dihydropyridinderivate, 

wie Nifedipin. Nifedipin blockiert L-Typ Ca2+ Kanäle bis 5 μM spezifisch. Bei höheren Konzentrationen 

werden auch spannungsabhängige Kaliumkanäle (z.B. Kv1.3, Kv3.1) inhibiert (Conley, et al. 1999). 

Die Beobachtung, dass Nifedipin ab einer Konzentration von 0.5 µM und konzentrationsabhängig ef-

fektiv war, lässt auf eine Beteiligung von L-Typ Ca2+ Kanälen schließen. 

Da Anbindung und Aufnahme reduziert wurden, könnte der Ca2+ Kanal alleinig an der Modulation der 

Anbindung beteiligt sein und somit die Phagozytose im Gesamten reduzieren. Durch eine verminderte 

Anbindung von OS würde auch die Aufnahme reduziert. Ca2+ Kanäle könnten aber auch die Modulati-

on beider Prozesse getrennt betreffen, beide zusammen oder aber sogar bei mehreren Einzelprozes-

sen involviert sein. 

Eine Inhibierung durch Nifedipin an SV40-RPE war auch unter Serumstimulation zu beobachten. Bei 

zunehmender Serumkonzentration war der negative Einfluss von Nifedipin proportional. Aber an RPE 

Primärkulturen wurde die serumstimulierte Aufnahme der Phagozytose durch 1 µM Nifedipin nicht 

unterdrückt. Hier sind noch weitere Untersuchungen mit höheren Nifedipinkonzentrationen an Zellen 

verschiedener Spender notwendig, bevor eine endgültige Aussage getroffen werden kann. 

Auch schon nach 1 Stunde OS Inkubation war eine Beteiligung von Ca2+ Kanälen an SV40-RPE zu 

ermitteln. Der in einer Messung beobachtete geringeren Einfluss nach 1 Stunde OS Inkubation auf 

RPE Zellkulturen eines humanen Spenders muss ebenfalls erst noch in weiteren Untersuchungen 

bestätigt werden. Diese Untersuchungen werden wichtig sein, um den zeitlichen Einfluss der Ca2+ 

Kanalregulation bei der Phagozytose zu verstehen. 

Frisch isolierte, als auch kultivierte RPE Zellen weisen funktionelle L-Typ Ca2+ Kanäle auf (Sakai, et al. 

1997, Strauss, et al. 1994a, 1994b, Strauss, et al. 1997, Ueda, et al. 1993, 1995). Die hier dargestellte 
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Inhibierung der Phagozytose von RPE Zellen durch Nifedipin lässt darauf schließen, dass Nifedipin 

sensitive Ca2+ Kanäle beteiligt sind. Dennoch konnte keine vollständige Reduktion der Phagozytose 

erzielt werden. Ob nun die Phagozytose von RPE Zellen daher nur partiell auf den Einstrom von ext-

razellulärem Ca2+ angewiesen ist oder ob L-Typ Ca2+ Kanäle nur partiell an diesem beteiligt oder nicht 

vollständig durch Nifedipin inhibierbar (Lipscombe, et al. 2004) sind ist noch unklar. 

Für ein besseres Verständnis der weiteren Diskussion möchte ich auf die Komplexität des derzeitigen 

Modells für Kalzium als intrazellulären Botenstoff aufmerksam machen. Kalzium ist ein hoch vielseiti-

ges intrazelluläres Signal, das viele verschiedene zelluläre Funktionen regulieren kann (Carafoli, et al. 

2001). Man muss davon ausgehen das Zellen, wie auch das RPE, Zugriff auf ein großes Arsenal an 

Signalteilnehmer haben. Diese können zu Signalsystemen gekoppelt werden, welche unterschiedliche 

räumliche und zeitliche Eigenschaften besitzen (Berridge, et al. 1999, Berridge, et al. 2000, Berridge, 

et al. 2003, Bootman, et al. 1995, Bootman, et al. 2001a, Bootman, et al. 2001b). Diese mögliche Viel-

seitigkeit gilt es für die individuellen Signalsysteme in der Phagozytoseregulation zu identifizieren. 

Änderungen der intra- und extrazellulären Ca2+ Konzentration wurde schon in mehrfacher Hinsicht mit 

der Regulation der Phagozytose von RPE Zellen in Verbindung gebracht und Ca2+ spielt per se in 

vielfacher Weise insbesondere beim RPE wichtige Rollen (Nguyen-Legros, et al. 2000, Strauss, et al. 

1998b, Strauss 2005). RPE Zellen weisen eine besonders hohe Ca2+ Menge auf (Fishman, et al. 

1977, Hess 1975, Panessa, et al. 1981) und haben verschiedene Ca2+ Speicherorte, dessen Bedeu-

tungen noch längst nicht geklärt sind. Funktionelle Untersuchungen zeigten, dass lokale Änderungen 

der intrazellulären Ca2+ Konzentration mit der Phagozytose assoziiert sind (Kindzelskii, et al. 2004). 

Insbesondere der Einstrom von Ca2+ durch spannungsabhängige Ca2+ Kanäle stellt ein sehr lokalisier-

tes Signal dar (Navedo, et al. 2005, Neher 1998, Roberts 1994). 

Ohne extrazelluläres Ca2+ findet keine RPE-Phagozytose statt (Greenberger, et al. 1983, Hall, et al. 

2001). Dabei ist Ca2+ für die Bindung von Gas6 und Protein S an die OS, Bindung von OS an das 

RPE und die Gas6 bedingte stimulierte Phagozytose notwendig (Greenberger, et al. 1983, Hall, et al. 

2001, Hall, et al. 2002, Hall, et al. 2005). Besonders interessant ist die hier dargestellte Beobachtung, 

dass in einem serumfreien System noch Phagozytose stattfindet und Anbindung sowie Aufnahme von 

der extrazellulären Ca2+ Konzentration ebenfalls abhängig sind.  

Die in meiner Arbeit durchgeführten Nifedipinexperimente zeigen eine Beteiligung von Ca2+ Einstrom 

über L-Typ Kanäle in Gegenwart von MerTK Liganden (FCS) und in Abwesenheit (serumfrei). In wie 

weit der MerTK Signalweg den einzigen und /oder elementare Bestandteil für die OS spezifische Pha-

gozytose darstellt ist nicht geklärt. Sei dies der Fall wäre ein Ca2+ Einstrom über L-Typ Kanäle bei der 

laut Literatur OS spezifischen schnellen als auch unspezifischen langsameren Phagozytose oder an-

ders formuliert bei der über MerTK stimulierten versus unstimulierten Phagozytose beteiligt.  

Diese Hypothese wird unterstützt durch die Beobachtung, dass die Ca2+ Aufnahme in die Zelle propor-

tional zur Konzentration der applizierten Zymosan (unspezifischer Stimulus) als auch OS Menge ist 

(Salceda 1992). Diese Ca2+ Aufnahme konnte mittels Ruthenium Red, welches nicht selektiv span-

nungsabhängige Ca2+ Kanäle blockiert (Cibulsky, et al. 1999, Malecot, et al. 1998), reduziert werden 

(Salceda 1992).Toll-like Rezeptoren scheinen an der OS Phagozytose des RPE beteiligt zu sein 

(Kindzelskii, et al. 2004) und Zymosan ist ein funktioneller Ligand dieser Rezeptoren (Shiratsuchi, et 

al. 2004, Takeuchi, et al. 2001).  
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Weiterhin konnte vor kurzem erstmalig ein lokalisiertes intrazelluläres oszillierendes Kalziumsignal im 

RPE detektiert werden, welche mit der OS Anbindung assoziiert und paraphagosomal lokalisiert ist 

(Kindzelskii, et al. 2004). An Neuronen und Pankreas-β-Zellen konnte gezeigt werden, das präferen-

tiell L-Typ beziehungsweise Cav1.3 Ca2+ Kanalleitfähigkeiten an [Ca2+]i Oszillationen beteiligt sind 

(Liu, et al. 2004, Yasumoto, et al. 2004).  

Oszillierende Kalziumsignale wurden an Makrophagen über eine Aktivierung von Integrinen ausgelöst 

(Faccio, et al. 1998), welches auch maßgeblich an der Phagozytose von Makrophagen als auch RPE 

Zellen beteiligt sind (Finnemann, et al. 1999). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Retinae von 

αvβ5 Integrin defizienten Mäusen die zirkadian regulierte massive Phagozytosekapazität nicht mehr 

aufweisen und die retinale Adhäsion vermindert ist (Nandrot, et al. 2004b, Nandrot, et al. 2005). Dabei 

könnten Änderungen in der [Ca2+]i durch Aktivierung von Integrinen bedingt sein (Dewitt, et al. 2002, 

Jaconi, et al. 1993) und /oder umkehrt könnten intrazelluläre Ca2+ Signal die Effektivität der Anbindung 

durch Integrine beeinflussen (Sun, et al. 2005), deren Expression (Nesti, et al. 2002a, 2002b) sowie 

Clusterbildung (Hato, et al. 1997, van Kooyk, et al. 2000).  

Eine Aktivierung von αvβ5 führt möglicherweise weiterhin zu einen Crosstalk mit MerTK (Finnemann 

2003b, 2004a, Wu, et al. 2005). Integrine (Gomez, et al. 2001, Wu, et al. 1998, Wu, et al. 2001) als 

auch Signalmoleküle der MerTK Signalkaskade, wie Phophatidyl-3-kinase (Hall, et al. 2003b, Le 

Blanc, et al. 2004, Macrez, et al. 2001, Quignard, et al. 2001) könnten L-Typ Ca2+ Kanäle regulieren. 

Die besagte bidirektionale Kommunikation führt schließlich zu einer Aktivierung von Rac-1 (Nandrot, 

et al. 2003). Rac-1 ist involviert die Regulation zytoskelettaler Umbauvorgänge wie der Polymerisation 

periphagosomalen F-Actins, der Lamelli- oder Pseudopodienbildung (Grabham, et al. 2003) und der 

phagolysosomale Fusion (Li, et al. 2003). (Valentin, et al. 2001). 

 Diese Vorgänge sind auch bei der Phagozytose von RPE Zellen essentiell (Burnside, et al. 1976, 

Burnside 1976, Chaitin, et al. 1983a, Finnemann, et al. 1999, Matsumoto, et al. 1987, Rahi, et al. 

1980). An anderen Phagozyten konnte gezeigt werden, dass ein phagozytoseassoziierter für die 

Pseudopodiabildung (Robles, et al. 2003) notwendiger Aktinumbau, als auch ein Membranrecycling 

mittels fokaler Exozytose, kalziumabhängige Prozesse sind (Bengtsson, et al. 1993, Cheng, et al. 

2000, Cheng, et al. 2002, Rehder, et al. 1998, Tapper, et al. 2002, Tejle, et al. 2002). 

Zusammengefasst kann an dieser Stelle angeführt werden, dass in Anlehnung an das eingangs er-

wähnte Modell Ca2+ als Signaltransmitter in der Phagozytose temporär, räumlich und in Abhängigkeit 

der Amplitude unterschiedliche Funktionen aufweist. Wie auch weiter im Folgenden diskutiert, kann 

intra- und extrazelluläres Ca2+ vermutlich Anteil haben an der Initialisierung, Aufrechterhaltung bezie-

hungsweise dem Ablauf und der Terminierung der Phagozytose (Abb. 4.4). 
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Abb. 4.4: Vereinfachtes Modell der Regulation der Phagozytose über den sekundären Botenstoff Kalzium (Ca2+). 

Im Prozess der Phagozytose binden zunächst Photorezeptoraußensegmente (OS) an die betreffenden Rezepto-

ren auf der Membranoberfläche. Damit assoziiert ein oszillierendes Kalziumsignal (Kindzelskii, et al. 2004). Mit 

der MerTK rezeptorvermittelten Aufnahme wird eine Signalkaskade ausgelöst, die unter anderem zum Anstieg 

von intrazellulären Inositoltriphosphat (InsP3) führt (Rodriguez de Turco, et al. 1992). InsP3 beeinflusst die Pha-

gozytose als sekundären Botenstoff unter anderem durch einen Anstieg der intrazellulären Kalziumkonzentration 

[Ca2+]I. Dadurch kommt es vermutlich sowohl zur Aktivierung der Phagozytose, als auch nach einem weiteren 

Anstieg des [Ca2+]I zur Termination des Prozesses (Hall, et al. 1991b, Strauss, et al. 1998b). Die genaue Zuord-

nung der potentiell beteiligten L-Typ Ca2+ Kanäle steht noch aus, doch eine multifunktionelle Beteiligung wäre 

denkbar. 

Ein wichtiges Element für weitere Hypothesen und entsprechende Experimente, um die möglichen 

Funktionen von L-Typ Ca2+ Kanäle in den Signalkaskaden der Phagozytoseregulation zu erklären, 

spielt die Lokalisation am RPE. Ob diese apikal (zum subretinalen Spalt hin) und /oder basolateral 

lokalisiert sind ist nicht bekannt. 

In Bezug auf Änderungen der lichtabhängigen Ionenkomposition im subretinalen Spalt sind Kalium 

und Ca2+ die wahrscheinlichsten Kandidaten für ein integriertes interzelluläres Signal zwischen neuro-

naler Retina und RPE (Dmitriev, et al. 1999). Die extrazelluläre Kalziumkonzentration, welche unter 

Lichteinfluss steht (Gallemore, et al. 1994), im subretinalen Spalt benötigt wird für die retinale Adhäsi-

on (Kita, et al. 1992, Marmor, et al. 1982) sowie für die lichtstimulierte Abtrennung der Photorezeptor-

außensegmente (Greenberger, et al. 1983) und die Kopplung von Gas6 und MerTK (Hall, et al. 2002), 

wird auch durch einen Kalziumeinstrom über die apikale RPE Zellmembran verändert (Gallemore, et 

al. 1994, Huang, et al. 1992, Livsey, et al. 1990).  

Auf die Frage, ob und wie subretinales Ca2+ an der Phagozytoseregulation beteiligt sein könnte, finden 

sich einige Hinweise, jedoch ist die verifizierende Datenlage gering. Die lichtinduzierte Phagozytose 

(Basinger, et al. 1976, Hollyfield, et al. 1978) ist abhängig vom extrazellulären Ca2+ (Greenberger, et 

al. 1985, Matsumoto, et al. 1987). Die subretinale Kalziumkonzentration steigt unter Lichtexposition 

einhergehend mit einer langsamen andauernden Abnahme (Gallemore, et al. 1988, Gallemore, et al. 

1994, Li, et al. 1994a, Li, et al. 1994b). Die Blockierung der lichtinduzierten Phagozytose konnte mit-

tels Nifedipin oder Kalziumentzug in Experimenten an Augenbechern von Fröschen gezeigt werden 

(Besharse, et al. 1986). Dabei führt eine Reduktion der Kalziumkonzentration im subretinalen Raum 

nahe am RPE möglicherweise über eine Transportmechanismus mit schneller An- und Ausschaltung 

am RPE (Gallemore, et al. 1994, Livsey, et al. 1990). Und der Einstrom von Ca2+ durch L-Typ Kanäle 

reagiert insbesondere empfindlich auf Veränderungen der extrazellulären [Ca2+]e im physiologischen 
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Bereich (Church, et al. 1996). Dies suggeriert eine Beteiligung von L-Typ Ca2+ Kanälen am Ca2+ 

Transport aus dem subretinalen Raum in die RPE Zellen und assoziierter Phagozytoseregulation.  

Bei einer möglichen basolaterale Lokalisation könnten die Kanäle einen Einstrom aus der kalziumrei-

chen Bruch Membran (Fishman, et al. 1977) beziehen. In beiden Fällen, ob apikal und /oder basolate-

ral, könnten eine Reihe in der Literatur beschriebener Signalwege (Nguyen-Legros, et al. 2000), Me-

chanismen und Funktionen assoziiert sein, für die eine Zunahme intrazellulären Kalziums gezeigt 

wurde. Eine Reihe bekannter Neurotransmitter, die unter anderem zirkadian als auch lichtabhängig 

reguliert werden, aus der Retina oder dem RPE selbst modulieren die Phagozytose und gehen mit 

Veränderungen der intrazellulären Kalziumkonzentration einher (Nguyen-Legros, et al. 2000, Strauss, 

et al. 1998b).  

Die Phagozytose in vivo ist zirkadian reguliert, lichtinduzierbar und beeinflusst durch Osmolalität 

(Besharse, et al. 1983, Besharse, et al. 1998, LaVail 1976a, 1976b, 1980). L-Typ Ca2+ Kanäle können 

am RPE ohne Depolarisation, sondern durch kinaseabhängige Verschiebung der Potentialabhängig-

keit aktiviert werden (Malecaze, et al. 1993, Mergler, et al. 1998, Rosenthal, et al. 2001, Rosenthal, et 

al. 2002, Strauss, et al. 1997, Strauss, et al. 2000). Dabei könnten möglicherweise Osmolaritätsände-

rungen L-Typ Ca2+ Kanäle aktivieren (Ben-Tabou De-Leon, et al. 2003, Ben-Tabou De-Leon, et al. 

2005). Diese treten im subretinalen Raum nach Lichteinfluss  auf (Dornonville de la Cour 1993, Stein-

berg, et al. 1983, Steinberg 1985). Die intrazelluläre Kalziumkonzentration von RPE Zellen steigt nach 

hypoosmolarer Perfusion (Reigada, et al. 2005), jedoch ist die Kalziumquelle dabei noch nicht unter-

sucht worden.  

Eine große Reihe von autokrinen oder parakrinen Transmittern reguliert die Phagozytose von RPE 

Zellen (Nguyen-Legros, et al. 2000, Strauss, et al. 1998b), die teilweise auch L-Typ Ca2+ Kanäle regu-

lieren könnten. 

Zum Beispiel wird L-Glutamat licht- und kalziumabhängig von Photorezeptoren freigesetzt (Schmitz, et 

al. 1996, 1997) und löst Phagozytose aus (Besharse, et al. 1988, Defoe, et al. 1989, 1992, Greenber-

ger, et al. 1985). Prinzipiell kann L-Glutamat L-Typ Ca2+ Kanäle auch indirekt über NMDA- oder Glu-

tamatrezeptoren aktivieren (Linn, et al. 1999). Für das RPE steht der direkte Beweis noch aus. Jedoch 

führt L-Glutamat am RPE zu einem Anstieg an InsP3, das abhängig von extrazellulärem Ca2+ ist und 

Nifedipin inhibierbar (Fragoso, et al. 1999). Ein Anstieg von InsP3, welcher übrigens ebenfalls wieder-

um L-Typ Ca2+ Kanäle aktivieren kann (Mergler, et al. 2002), korreliert mit dem Einsetzen (initiale Rol-

le) der OS Phagozytose (Rodriguez de Turco, et al. 1992).  

Inwieweit diese Signalwege elementar und zeitlich sowie räumlich mit den klassischen Phagozytose-

rezeptoren, wie MerTK und αvβ5, verbunden sind, muss noch ermittelt werden. Ein Schritt in die Rich-

tung, einen möglichen Zusammenhang von L-Typ Ca2+ Kanal mit Anbindungs- oder Aufnahmerezep-

tor der OS Phagozytose herzustellen, war die Untersuchung von potentiellen Interaktionspartnern. Die 

pp60c-src Tyrosinkinase als intrazellulärer Modulator (Mergler, et al. 1998, Strauss, et al. 1997, Strauss, 

et al. 2000) und bFGF als extrazellulärer Transmitter (Rosenthal, et al. 2001, Rosenthal, et al. 2002) 

von L-Typ Ca2+ Kanälen am RPE wurden dazu untersucht und im Folgenden diskutiert. Ebenso wird 

die potentielle Rolle von L-Typ Ca2+ Kanälen bei der Phagozytose von RPE Zellen später auch im 

Vergleich zu den Untersuchungen an RCS RPE Zelle diskutiert. 
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5.4.3. Beteiligung von Proteintyrosinkinasen 
DIE ZYTOSOLISCHE PROTEINTYROSINKINASE pp60c-src ist in hohem Maße in RPE Zellen vorhanden (Koh 

1992). Sie ist vermutlich an Prozessen von Flüssigkeitstransport, Sekretion und Differenzierung betei-

ligt (Koh 2000). Weiterhin konnte ein direkter Einfluss an der Signaltransduktion von L-Typ Ca2+ Kanä-

len in RPE Zellen gezeigt werden. Aktivierte zytosolische Proteintyrosinkinasen pp60c-src können L-Typ 

Ca2+-Kanalströme aktivieren (Strauss, et al. 2000) und vielleicht auch vice versa (Rosen, et al. 2001, 

Schindelholz, et al. 2000).  

Die hier dargestellten Daten zeigen, dass pp60c-src auch ein essentieller Signalgeber in der Phagozy-

tose ist. Beide Phagozytosephasen werden reduziert durch Herbimycin A (HA), ein zellpermeabler 

pp60c-src Inhibitor, der an reaktive SH-Gruppen bindet und nach 24 h Vorinkubation irreversibel hemmt 

(Fukazawa, et al. 1990, Fukazawa, et al. 1991, Murakami, et al. 1988, Uehara, et al. 1991).  

Eine Serumstimulation der Phagozytose von RPE Zellen wird vollständig unterbunden. Daher scheint 

die Erkennung eines oder mehrerer Liganden im Serum, wie Protein S, Gas6 oder ein noch unidentifi-

zierter Ligand, wie MFG-E8 (Wu, et al. 2005), für weitere Oberflächenrezeptoren des RPE, notwendig 

zu sein für die Aktivierung der pp60c-src.  

Die Phagozytose wird unter serumfreien Bedingungen weniger reduziert. Da Serum unter HA keine 

Beschleunigung hervorruft und die basale, serumfreie Phagozytose nicht durch HA beeinflusst wird, 

scheint pp60c-src insbesondere die ligandenstimulierte Beschleunigung der Phagozytose zu steuern.  

Wie auch schon zuvor aufgezeigt führt die OS Konfrontation im RPE zur gesteigerten Anzahl 

phosphorylierter Proteine (Heth, et al. 1988, 1991b) und die Initiation ist abhängig von Tyro-

sinphosphosphorylierung (Miceli, et al. 1994). Die Phagozytosereduktion durch Nifedipin erzielte kei-

nen additiven Effekt, so dass aktive pp60c-src für die Teilnahme der L-Typ Ca2+ Kanäle an der Phago-

zytose notwendig sind. Im Umkehrschluss ist die Phagozytosereduktion durch L-Typ Ca2+ Kanalblo-

ckade unter serumfreien Bedingungen vermutlich nur durch eine autokrine Gas6 Stimulation des RPE 

in vitro möglich (Hall, et al. 2005, Manfioletti, et al. 1993). Schlussfolgernd ist der L-Typ Ca2+ Kanal 

und die pp60c-src Tyrosinkinase an der OS spezifischen ligandenstimulierten Phagozytose beteiligt. 

In der Signaltransduktion der OS Anbindungsrezeptoren (αvβ5 Integrine) und OS Aufnahmerezepto-

ren (MerTK) wurde die Beteiligung von pp60c-src und eine mögliche gegenseitige Beeinflussung ge-

zeigt (Nandrot, et al. 2004a, Nandrot, et al. 2004b, Wu, et al. 2005). Damit bildet pp60c-src das erste 

bekannte Bindeglied zwischen zwei bekannten OS Rezeptoren und dem L-Typ Ca2+ Kanal, insbeson-

dere im Signalprozess der ligandenstimulierten Phagozytose. Dass spannungsabhängige Ca2+ Kanäle 

über Integrine vermittelte Phosphorylierung aktiviert werden können ist seit längerem bekannt (Gall, et 

al. 2003, Hescheler, et al. 2002, Waitkus-Edwards, et al. 2002, Wu, et al. 1998, Wu, et al. 2001), aber 

ebenso wie eine durch MerTK Aktivierung vermittelte Phagozytose am RPE noch nicht untersucht.  

Der funktionelle Zusammenhang von pp60c-src, L-Typ Ca2+ Kanal, Signalwegen von Integrinen sowie 

Rezeptortyrosinkinasen wurden schon bei verschiedenen physiologischen Prozessen beobachtet 

(Davis, et al. 1995, Wu, et al. 2001). Insbesondere der Zusammenhang der Stimulierung oder Aktivie-

rung der Phagozytose, dem Einfluss auf die Anbindung und möglicherweise sukzessive der Aufnahme 

suggeriert eine funktionelle Beteiligung. Es kommen Prozesse der Phagosom-Lysosom Verschmel-

zung (Kjeken, et al. 2004), der fokalen Membranexozytose (Di, et al. 2003, Palfrey, et al. 2003) und 
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damit möglicherweise auch verknüpfter Transmitter- oder Sauerstoffradikalsekretion (Di, et al. 2001, 

Di, et al. 2002, Di, et al. 2003, Strauss 2005) in Frage. 

5.4.4. Einfluss des Wachstumsfaktor bFGF 
DER BASISCHE FIBROBLASTENWACHSTUMSFAKTOR (bFGF, FGF2) appliziert für eine halbe Stunde vor und 

für eine Stunde während der folgenden OS Inkubation des RPE führte zu einer moderaten Inhibierung 

der Aufnahme. Diese Reduktion wurde bei gleichzeitiger Inhibition von pp60c-src Tyrosinkinasen signifi-

kant größer. Da die Anbindung der OS nicht nach einer Stunde gemessen werden konnte ist nicht 

geklärt, ob diese auch betroffen war. Bei Auswertung dieses Versuches nach 4 Stunden konnte über-

raschender Weise keine Veränderung der aufgenommen OS mehr beobachtet werden, obwohl die OS 

Anbindung immer noch verringert war. 

Um die Funktion der L-Typ Ca2+ Kanäle an der Phagozytoseregulation weiter aufzuklären, wurde der 

Wachstumsfaktor bFGF untersucht. Dieser ist aus drei Gründen von Interesse. Erstens wurde er an 

den Photorezeptoraußensegmenten lokalisiert (Li, et al. 1997, Mascarelli, et al. 1989, Morimoto, et al. 

1993, Valter, et al. 2002) und wird vom RPE sezerniert. Dabei bilden potentielle Liganden der αvβ5 

Integrine, welche die OS Anbindung vermitteln (Finnemann 2003a), einen Sekretionsreiz (Mousa, et 

al. 1999). Zweitens steigert die bFGF Applikation die [Ca2+]i im RPE mittels Ca2+-Einstrom durch L-

Typkanäle, ohne dass eine Änderung des Membranpotentials notwendig ist (Kuriyama, et al. 1991, 

Mergler, et al. 1998, Rosenthal, et al. 2002). Dabei kann bFGF L-Typ Ca2+ Kanäle vom Subtyp Cav1.3 

über eine direkte Interaktion mit bFGF Rezeptor-2 an humanen RPE Zellen aktivieren und somit un-

abhängig von der Aktivierung durch pp60c-src zum Kalziumeinstrom in die Zelle führen (Rosenthal, et 

al. 2001). Für den Fall das mehrere nifedipininhibierbare L-Typ Ca2+ Kanalsubtypen am RPE funktio-

nell vorhanden sind, könnte auf diesem Wege eine spezifische Stimulation von Cav1.3 erzielt werden. 

Das RPE weist funktionelle FGF Rezeptoren FGFR2 und FGFR3 in situ und FGFR2 und FGFR1 in 

Kultur auf (Alizadeh, et al. 2000, Alizadeh, et al. 2003, Bryckaert, et al. 1999), welche alle mit diversen 

Signalwegen (Bikfalvi, et al. 1998, Klint, et al. 1999, Reuss, et al. 2003) bei unseren Versuchen in 

Frage kommen. Erst weitere Versuche mit selektiven Rezeptorinhibitoren können genauesten Auf-

schluss bringen.  

Die ersten Ergebnisse ohne selektive Rezeptorblockade bieten einige neue Erkenntnisse. Und das ist 

insbesondere im Vergleich der Ergebnisse an RCS RPE Zellen mit funktionslosem MerTK und gerin-

ger Phagozytoseaktivität interessant. Wie später diskutiert, wurden einige Unterschiede in den bFGF 

und Ca2+ Kanal betreffenden Signalwegen zwischen gesunden RPE und RCS RPE beschrieben. 

Die allgemeine Rolle von bFGF bei der Phagozytose von RPE Zellen ist überhaupt nicht geklärt und 

wurde in der Literatur unvollständig bearbeitet (Nguyen-Legros, et al. 2000). In nur einer Studie wurde 

der Effekt von bFGF, hier ebenfalls stimulierend, auf die Phagozytose von Makrophagen untersucht 

(Ichinose, et al. 1998). Dabei wurde ein bFGF abhängiger [Ca2+]i-Anstieg an Makrophagen beschrie-

ben, der von spannungsabhängigen und –unabhängigen Ca2+-Kanälen getragen wird (Hackshaw, et 

al. 1994).  

Für bFGF und das RPE werden eine Kommunikation zwischen Retina und RPE diskutiert, welche die 

Modulation sekretorischer Aktivität, Phagozytose und Differenzierung des RPE betreffen. Dabei kön-

nen Einflüsse auf die [Ca2+]i Homöostase die Regulation von RPE Funktionen direkt über sekundäre 

Botenstoffe oder indirekt über Genexpression betreffen (Rosenthal, et al. 2002). 
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In der Literatur ist bisher nicht der Einfluss von bFGF Vorinkubationen kürzer als 24 Stunden mit fol-

gender OS Applikation auf die Phagozytose von RPE Zellen gezeigt worden. In nur zwei Publikationen 

gibt es unterschiedliche Beobachtungen am RPE bei verschiedensten Bedingungen.  

Die hier dargestellten Ergebnisse bestätigen Beobachtungen aus vorhergehenden Untersuchungen 

nur zum Teil und führen zu einer neuen Interpretation der Daten, bei denen an RPE Zellen eine Re-

duktion der Anbindung beobachtet wurde (McLaren, et al. 1997). In dieser Arbeit wurde mit bFGF in 

F99 Medium ohne Serum vorinkubiert. Dadurch wurde die Anbindung zu einer Zeit (1 bis 4 Stunden 

nach OS Gabe) reduziert, in welche gerade die rapide Zunahme der Anbindung und Aufnahme der 

OS Phagozytose fällt (Hall, et al. 1987).  

McLaren et al. (1997) stimulierten mit 100 ng /ml bFGF plus 5 % FCS bei 24 Stunden Vorinkubation. 

Dabei quantifizierten sie die Phagozytose an morphologisch diskriminierten Zellsubtypen (Typ 2 und 

3). Diese wiesen erst nach 7 bis 9 Stunden eine Phagozytose auf, was den Autoren zu Folge die in 

vivo Situation besser repräsentiert (McLaren 1996). Eine reduzierte Anbindung und gesteigerte Auf-

nahme, im Vergleich zur Kontrolle, wurde nach 3 und 9 Stunden gemessen. Zu späteren Zeitpunkten 

war kein Unterschied mehr festzustellen. Die Autoren interpretieren die verringerte Anbindung durch 

eine schnellere Aufnahme der OS in die Zelle. Die in dieser Arbeit dargestellten Beobachtungen ent-

sprechen den in oben zitierter Studie nicht quantifizierten Zellsubtyp 1, welcher in seiner Phagozyto-

sekinetik den in der Literatur gängigen Beobachtungen entspricht (McLaren, et al. 1993).  

In den von mir durchgeführten Versuchen wiesen die Zellen initial keine gesteigerte Phagozytoseauf-

nahme, sondern eine reduzierte Anbindung und Aufnahme bei kurzer bFGF Exposition und kurzer OS 

Applikation. Doch durch die unterschiedlich lange Vorinkubation von 24 Stunden und 30 Minuten, den 

verschiedenen Subtypen sowie dem Serumzusatz ist ein Vergleich nur bedingt möglich. Demnach 

kommt es unter serumfreien Bedingungen mit bFGF initial zur Inhibition der Anbindung und Aufnah-

me, die zeitlich versetzt später wieder verschwindet. Ob unter Umständen die scheinbar unbeeinträch-

tigte Aufnahme nach 4 Stunden unter Serumfreiheit und bFGF in Wirklichkeit eine gesteigerte Auf-

nahme, wie unter Serumstimulation und bFGF, nur zu einem späteren Zeitpunkt darstellt, bleibt offen. 

In einer anderen Studie hatte die Vorinkubation mit 10 ng /ml bFGF für 24 Stunden bei gleichzeitiger 

Stimulation mit 1 % FCS keinen Effekt auf die OS Phagozytose nach einer Stunde (Hayashi, et al. 

1996). Doch bei dieser Studie wurde eine das System nicht sättigende OS Menge zugegeben und 

dadurch nur geringe Grundwerte der Phagozytose erreicht (1000 OS /Loch mit 30000 Zellen). Unter 

diesen Bedingungen konnten die hier erbrachten Beobachtungen nicht produziert werden.  

McLaren et al. (McLaren, et al. 1997) zeigten weiterhin, dass ein bFGF Antikörper die Aufnahme fast 

vollständig nach 11 Stunden OS Inkubation inhibierte. Es ist nicht geklärt, ob der Antikörper lediglich 

zur Vernetzung und damit zur gezeigten Verklumpung von bFGF an der OS Oberfläche führte und 

somit die Aufnahme inhibierte oder ob ein wirklicher Effekt vorlag.  

Zusammengefasst wurden bis dato folgende Effekte von bFGF auf die Phagozytose beschrieben: 

initiale Reduzierung von Anbindung und Aufnahme und zeitlich verzögerte Stimulation der Aufnahme 

sowie Blockierung letzteren Effektes durch bFGF Antikörper.  

Im Folgenden werden diese Beobachtungen mit in der Literatur beschriebenen Effekten von bFGF auf 

andere Signalwege am RPE korreliert, um mögliche Zusammenhänge aufzudecken. 
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Wie erklärt sich die Reduktion von Anbindung und Aufnahme der Phagozytose unter bFGF?  

Gesetzt dem Fall, der Haupthypothese, bFGF würde über eine Aktivierung des L-Typ Ca2+ Kanal 

(Cav1.3) zu einem Einstrom von Ca2+ in der Zelle führen, so sind verschiedene Szenarien denkbar. 

Grundsätzlich, da eine Blockierung des Kanals zur Reduktion beider Phagozytosephasen führt, läge 

ebenfalls ein Effekt auf Anbindung und Aufnahme nahe. Dies ist initial bei bFGF Applikation der Fall. 

Doch der Kalziumeinstrom wäre unter den gewählten Bedingungen kein Startsignal für die Phagozy-

tose, sondern wie auch die Kanalblockade ein Inhibitor. Die bFGF Applikation führt zu einer Erhöhung 

des intrazellulären [Ca2+]i. Dabei wurden mit 10 ng /ml bFGF kleine schnelle transiente Zunahmen von 

5 % der [Ca2+]i  Basalkonzentration an fetalen humanen RPE Zellen in 20 % FCS in vitro beschrieben 

(Kuriyama, et al. 1991). Diese schnellen Zunahmen [Ca2+]i innerhalb von wenigen Minuten wurden an 

zytosolisch kalziumfreien Ratten RPE Zellen ebenfalls beobachtet und waren über die Zeit nicht voll-

ständig nifedipinsensibel und involvieren daher weitere Kalziumspeicher (Mergler, et al. 1998). Ver-

mutlich sind intrazelluläre Ca2+ Speichern beteiligt (Kuriyama, et al. 1991), da bFGF zeitlich um 30 min 

verzögert auch zu einer Steigerung von InsP3 in der Zelle führt. Das wäre unter den hier gewählten 

Bedingungen von 30 min bFGF Vorinkubation der Fall. InsP3, am RPE lokalisiert im apikalen Bereich 

der Zelle (Nakanishi, et al. 1996), kann wiederum zur Aktivierung von Cav1.3 selbst führen (Mergler, 

et al. 2002). Die Beteiligung am InsP3 bedingten Ca2+ Anstieg zeigt sich auch daran, dass der InsP3 

abhängige transiente [Ca2+]i Anstieg verkürzt und reduziert ist unter extrazellulären kalziumfreien Be-

dingungen (Kuriyama, et al. 1992, Strauss, et al. 1999). InsP3 kann weiterhin zur Entleerung ver-

schiedener intrazellulärer Kalziumspeicher führen (Salceda, et al. 2000). Interessanterweise wurde 

der Anstieg von intrazellulärem Ca2+ und InsP3 mit der lichtstimulierten salvenartigen Phagozytose in 

vivo (Rodriguez de Turco, et al. 1992) und der FCS stimulierten Aufnahmezunahme in vitro assoziiert 

(Heth, et al. 1994).  

Diese Beobachtungen sind mit der derzeitigen Datenlage nicht in Einklang zu bringen. Denn ein An-

stieg von [Ca2+]i kann auch über Diacylglycerol aus der InsP3-Kaskade auch zur Aktivierung von Pro-

teinkinase C führen. Dabei wurden in Abhängigkeit der PKC inhibierenden Pharmaka unterschiedliche 

Beobachtungen beschrieben, die womöglich auf deren Unspezifität oder die 4 bis 6 PKC Subtypen im 

RPE zurückzuführen sind (Moriarty, et al. 2000, Wood, et al. 1998). Unterschiedliche PKC Subtypen 

können an der Regulation von L-Typ Ca2+ Kanälen beteiligt sein (Callaghan, et al. 2004, Job, et al. 

1998, Navedo, et al. 2005) und es gibt Ca2+ abhängige und unabhängige PKCs (Toker 1998). Die 

PKC Inhibitoren Calphostin C und Gö6976 senken Anbindung und Aufnahme (Finnemann, et al. 

1999). Dabei spielt PKC eine Schlüsselrolle bei der Aktivierung von αvβ5 Integrinen und deren Ver-

bindung zu Aktinfilamenten (Finnemann, et al. 1999, Heth, et al. 1988, 1991b) und damit der OS An-

bindung (Finnemann, et al. 1997a, Finnemann 2003a, Nandrot, et al. 2004b). Aber auch hier scheint 

es Rückkopplungsmechanismen zu geben, welche die komplexen bFGF Effekte womöglich erklären. 

Unterschiedliche Liganden können an Integrine binden und damit bFGF Sekretion auslösen (Mousa, 

et al. 1999). Und bFGF führt zur Sekretion von aFGF (Guillonneau, et al. 1997, 1998), welches nur die 

OS Aufnahme senkt (Hayashi, et al. 1996). Letztlich führt bFGF auch zur Sekretion von ATP, welches 

ebenfalls zur Inhibierung der Phagozytose führt (Gregory, et al. 1994, Mitchell 2001).  

Ein weiterer Hinweis zeigte sich beim additiven Effekt von bFGF und Herbimycin A auf die Phagozyto-

se. Die Ca2+ Kanalaktivität unterliegt der Regulation durch die zytosolische pp60c-src Tyrosinkinasen 
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(Strauss, et al. 2000). Und auch der bFGF Effekt auf Cav1.3 ist tyrosinkinasereguliert. Doch Herbimy-

cin A beeinflusst Cav1.3 Aktivierung durch bFGF nicht, so dass pp60c-src nicht daran beteiligt ist 

(Rosenthal, et al. 2001). Der für bFGF beschriebene mögliche Einfluss über FGFR1 und die direkte 

stimulative als auch inhibitorische Modulation der pp60c-src Tyrosinkinase kommt demnach bei den 

beobachten Effekten nicht zu tragen (Klint, et al. 1999). Denn eine bFGF Stimulation bei gleichzeitiger 

pp60c-src Blockade zeigten einen additiv negativen Effekt auf die Phagozytose von RPE Zellen. 

Eine weitere Option, die initiale Reduktion der Phagozytose, ermittelt nach 1,5 Stunden bFGF Exposi-

tion, nicht durch einen direkten Effekt auf den Signaltranduktionsapparat von Anbindung und Aufnah-

me zu erklären, bieten auch Änderungen in der Genexpression. Dabei ist die Modifikation verschie-

denster Teilnehmer in der Signalkette denkbar (Klint, et al. 1999). Zum Beispiel konnte an NIH 3T3 

Zellen eine Herunterregulation der Gas6 Expression durch bFGF gezeigt werden (Manfioletti, et al. 

1993). Auch so könnte der bFGF Einfluss über einen Kalziumeinstrom durch Cav1.3 zustande kom-

men (Lipscombe 2002, Lipscombe, et al. 2004). 

bFGF beeinflußt weitere Signaltransmitter, die zu einer Steigerung der Phagozytose führen!  

Die Steigerung von cAMP inhibiert die OS Aufnahme bei zunehmender Anbindung. bFGF antagoni-

siert nur die stimulierte cAMP Menge (Nash, et al. 1995). Somit könnte die Aufnahmesteigerung unter 

bFGF auf eine Reduktion des cAMP zurückzuführen sein. Andererseits ist der cAMP Einfluss schnell 

und vermutlich nicht konzentrationsabhängig, sondern unterliegt der Konzentrationsänderung (Hall, et 

al. 1993). Bei der geringen Datenlage ist nicht abzuschätzen, was der letztendliche Mechanismus ist.  

Aber bFGF führt nicht nur zu Änderungen der Zellfunktionen über Rezeptormechanismen und Wachs-

tumsfaktorsekretion, sondern auch über Genexpression (Guillonneau, et al. 1998, Mascarelli, et al. 

1991, Mascarelli, et al. 2001, McLaren, et al. 1996, McLaren, et al. 1997). In einer aktuellen Studie 

konnte an RPE Zellen in vitro gezeigt werden, das durch bFGF unter anderem die Expression von 

αvβ5 Integrinen heraufreguliert wird (Hoffmann, et al. 2005). Damit wären zum einen mehr OS Anbin-

dungsrezeptoren verfügbar und im Falle der MerTK Aktivierung durch αvβ5 Integrine die Aufnahme 

gesteigert (Finnemann 2003a, Nandrot, et al. 2004b). Und tatsächlich führt schon die zusätzliche β5 

Expression zu Steigerung von OS Anbindung und Aufnahme durch RPE in vitro (Nandrot, et al. 

2004a, Nandrot, et al. 2004b). Interessant ist auch, dass nach Lichtexposition die retinale Adhäsion 

zunimmt (Nandrot, et al. 2004b, Nandrot, et al. 2005), wie auch die bFGF Expression (Hackett, et al. 

1997, Walsh, et al. 2001, Zhou, et al. 2003).  

Eine Beteiligung von bFGF an Integrin vermittelten Signalkaskaden an der Regulation von phagozyto-

seimmanenten Prozessen wie Migration und Membranmotilität (z.B. Pseudopodia) sind in der Literatur 

vielfach assozierte Prozesse (Klint, et al. 1999, Milner, et al. 1999, Simpson, et al. 1999, Spraul, et al. 

2004). Dabei wurde die Bildung von Pseudopodia mit einer Verzögerung von >24 h nach bFGF Appli-

kation durch intergrinabhängige Stimulation von Rac1 an glatten Muskelzellen beobachtet (Fera, et al. 

2004). Und Rac1 kolokalisiert mit angebundenen OS am RPE und führt durch Integrin reguliert zur 

Aufnahme in die Zelle (Nandrot, et al. 2003)  

Zusammengefasst könnten die bFGF bedingten Effekte auf die Phagozytose über viele Wege zustan-

de kommen. Auffallend ist ein gemeiner [Ca2+]i Anstieg der wiederum durch verschiedenste Transmit-

ter potenziert oder attenuiert werden kann. Dabei dominiert unter maximaler [Ca2+]i Verfügbarkeit nach 

Ionomycingabe die Reduktion von Anbindung und Aufnahme (Hall, et al. 1991b). Insgesamt scheint 
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die bFGF Modulation der Phagozytosephasen einer differenzierten räumlichen und zeitlichen Abstim-

mung von Kalziumsignalen zu unterliegen. Auch Cav1.3 ist möglicherweise vielfach daran beteiligt, 

wobei potentiell pp60c-src und bFGF zeitlich (direkt initial und/ oder über Genexpression) und räumlich 

(intra- versus extrazellulär) unabhängig diesen aktivieren und involvieren. Es ist nicht geklärt, ob nicht 

auch sehr lokalisierte bFGF stimulierte L-Typ Ca2+ Signale, wie sie an Neuronen beobachtet wurden 

(Archer, et al. 1999), beteiligt seien könnten. 

 

5.5. Pathophysiologie der RPE Phagozytose 
DIE ROYAL COLLEGE OF SURGEONS RATTE (RCS-Ratte) ist eines der wichtigsten und das am längstem 

bekannte Tiermodell für hereditäre retinale Degeneration (LaVail 1983, Strauss, et al. 1998b). Die 

Mutation im c-mer Gen führt zu einer funktionlosen MerTK. Die Defizienz in der zirkadian-, licht- be-

ziehungsweise ligandenstimulierten Phagozytoseaktivität erlaubt RCS-RPE Zellen in vivo und in vitro 

nur noch eine geringfügige Aufnahme von OS. Einhergehend mit der OS Akkumulation im subretina-

len Spalt kommt es zu einer Form der Retinadegeneration, die auch beim Menschen gefunden wurde 

(Gal, et al. 2000). Aufgrund der Mutation im c-mer Gen kommt es auch in einer Menge anderer Sig-

nalwege, nicht nur die Phagozytose betreffend, zu Fehlregulationen (Dufour, et al. 2003, Nguyen-

Legros, et al. 2000, Strauss, et al. 1998b).  

In Bezug auf die hier durchgeführten Experimente konnte bisher gezeigt werden, dass in dystrophi-

schen Ratten RPE Zellen eine erhöhte L-Typ Ca2+-Kanalaktivität sowie eine gestörte Regulation durch 

Phosphorylierung (Mergler, et al. 1998, Mergler, et al. 2002, Strauss, et al. 1993, Strauss, et al. 1997); 

u.a. durch FGFR2 besteht (Rosenthal, et al. 2001).  

Weiterhin liegt in RCS RPE ein verändertes InsP3/ Ca2+ System vor (Hall, et al. 1996b, Heth, et al. 

1994, Heth, et al. 1995), zwei andere wesentliche Phagozytoserezeptoren (CD36 und Mannoserezep-

tor) werden vermindert exprimiert (Sparrow, et al. 1997, Wilt, et al. 1999a), Veränderungen im cAMP 

System (Gregory, et al. 1992, Nash, et al. 1995) und eine veränderte Expression von bFGF sowie 

dessen Rezeptoren sind beschrieben worden (Connolly, et al. 1992, Hayashi, et al. 1996, Malecaze, 

et al. 1993, McLaren, et al. 1996, McLaren, et al. 1997, Rakoczy, et al. 1993). 

Eine Aufklärung der exakten Signalwege bei der Phagozytose ist insbesondere wieder von großem 

Interesse, seitdem Gene der Phagozytosesignalkaskade in Zusammenhang mit Formen altersabhän-

giger Retinadegeneration (Kindzelskii, et al. 2004, Nandrot, et al. 2004b), der pathologischen Angio-

genese (Higgins, et al. 2003) und dem Immunprivileg des subretinalen Spaltes (Willermain, et al. 

2002) gebracht wurden. Dadurch sind die RCS-Ratte und seit neuestem auch die MerTK knock-out 

Maus wertvolle Modelle im Studium der OS Phagozytosephysiologie. 

Zum jetzigen Zeitpunkt kann über die Zusammenhänge der im Folgenden diskutierten Ergebnisse und 

den dabei zugrunde liegenden Bedingungen meist nur spekuliert werden. Doch einerseits konnte ge-

zeigt werden, dass die betrachteten Signalsysteme noch involviert und gegebenenfalls auch verändert 

sind in ihrer Funktion. Andererseits stützen diese neuen Beobachtungen hinsichtlich der Systeme von 

sekundären Botenstoffen und der Ca2+-Kanalregulation erneut die Bedeutung von c-mer für die nor-

male Entwicklung, Differenzierung und damit Funktionalität der RPE Zellen. 
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5.5.1. Phagozytosedefizit durch MerTK Mutation 
Für die Validierung des in dieser Arbeit etablierten Phagozytoseassays wurde die in der Literatur 

(Chaitin, et al. 1983b, Edwards, et al. 1986, Hall, et al. 1987, LaVail 1983) beschriebene fehlende 

Serumstimulation der Phagozytose von RCS-RPE Zellen erfolgreich reproduziert. Das gewählte Alter 

der verwendeten Ratten (8 – 11 Tage) liegt vor dem Beginn der ersten morphologischen Veränderun-

gen der neuronalen Retina durch die Degeneration der RCS Ratte (Davidorf, et al. 1991). Es wurde 

abermals deutlich, dass Serum die OS Aufnahme sogar reduziert, wobei die Anbindung zunimmt. Die 

Hintergründe für diese Effekte sind bis dato nicht geklärt. Es ist eindeutig, dass ein von MerTK ausge-

henden Signal durch Proteinphosphorylierung im RCS RPE fehlt. Ebenfalls konnte gezeigt werden, 

dass ein solches Signal von dem potentiellen OS Anbindungrezeptor Integrin αvβ5 ausgeht und somit 

möglicherweise mit MerTK interagiert - „crosstalk“ – diesen jedoch nicht ersetzen kann. Und vice ver-

sa - Knock-out Mäusen von Integrin β5-/- weisen keine zirkandian geregelte Phagozytose auf. Der 

charakteristischen morgendlichen lichtinduzierten Phagozytose „Burst“ in vivo und die schnelle ver-

mehrte OS Aufnahme in vitro fehlen. Dabei findet die Phosphorylierung von MerTK nicht statt. 

5.5.2. Beteiligung von L-Typ Ca2+-Kanälen 
Hier konnte gezeigt werden, dass die Blockade von L-Typ Ca2+ Kanälen in nicht-dystrophischen Rat-

ten RPE Zellen wie bei humanen RPE Zellen mittels Nifedipin die Phagozytose in Anbindung und 

Aufnahme reduziert. Diese Inhibition ist a) in der erste Stunde der OS Phagozytose am effektivsten, b) 

auch nach vier Stunden noch signifikant wirksam und das c) auch in Gegenwart von Serum. Nach 

zwölf Stunden OS Phagozytose konnte jedoch kein Einfluss mehr nachgewiesen werden. 

Überraschenderweise wurde bei den Untersuchungen am MerTK defizienten RCS-RPE eine konzent-

rationsabhängige Stimulation beider Phagozytosephasen nach vier Stunden beobachtet. Dieser Effekt 

wurde mit und ohne Serumzusatz erreicht. Es kann also die MerTK unabhängige OS Phagozytose 

stimuliert und einer zusätzlich serumbedingten Inhibierung der Phagozytose von RCS-RPE Zellen 

durch L-Typ Ca2+-Kanalblockade entgegengewirkt werden. Wurde die OS Inkubation mit Nifedipin 

über zwölf Stunden durchgeführt, so konnte in einem Experiment eine Reduktion ermittelt werden. 

Die hier dargestellten Ergebnisse bestätigen erneut Veränderungen in der Kalziumhomöostase des 

RCS-RPE. Die pathophysiologischen Bedingungen im RPE der RCS Ratten gehen mit Erhöhungen in 

der Ca2+ Leitfähigkeit und Modulation der L-Typ Kanäle (Mergler, et al. 1998, Strauss, et al. 1993, 

Strauss, et al. 1997, Strauss, et al. 1998b) sowie der intrazellulären Kalziumhomöostase (Himpens, et 

al. 1999, Himpens, et al. 2000, Stalmans, et al. 1997, 1998, 1999) einher. Damit war fraglich, ob eine 

Ca2+ Kanalblockade noch effektiv die Phagozytose reduzieren würde. Die hier beobachteten Effekte 

bestätigten, dass ein Kalziumeinstrom über Ca2+ Kanäle sowohl an einer Stimulation als auch an einer 

Inhibierung der Prozesse beteiligt sein können. Daher scheint eine Feinregulation von L-Typ Ca2+ 

Kanälen vorhanden zu sein. In beiden beschrieben Fällen könnten die Effekte auf eine direkte Modu-

lation des Ca2+ Haushaltes und damit die Aktivierung und Deaktivierung verschiedener Signalproteine 

(Fall 1) und/ oder der Genexpression (Fall 2) zurückzuführen sein.  

Fall 1: Im RCS RPE fehlt das MerTK Signal (Vollrath, et al. 2001). Dadurch kommt es zur Fehlregula-

tion durch zu geringe oder gesteigerte Phosphorylierung mehrerer Zielproteine (Hackett, et al. 1997, 

Heth, et al. 1991b, 1992). Ersteres würde sich von selbst erklären können und letzteres könnte bedeu-

ten, dass durch den Wegfall von MerTK als Zielprotein andere überstimuliert werden.  



5. Diskussion 

92. 

So könnte zum Beispiel die über αvβ5 Integrin aktivierte zytosolische src-Tyrosinkinase nach OS An-

bindung vermehrt L-Typ Ca2+ Kanäle aktivieren (Waitkus-Edwards, et al. 2002, Wu, et al. 2001). Diese 

These wird gestützt durch die fehlende Aktivierung der MerTK nach geschalteten Phosphatidylinositol-

3-kinase (PI3-Kinase) (Hall, et al. 2003b). Eine Anstieg von InsP3 kommt nicht zu Stande (Heth, et al. 

1994). InsP3 wiederum aktiviert normalerweise tyrosinkinasegekoppelt L-Typ Ca2+ Kanäle (Mergler, et 

al. 2002) und ein Anstieg von InsP3 ist assoziiert mit dem Phagozytosebeginn (Heth, et al. 1994, Rod-

riguez de Turco, et al. 1992). Danach würde man eine verminderte L-Typ Ca2+ Kanalaktivität in RCS-

RPE erwarten. Stattdessen weist der L-Typ Ca2+ Kanal eine erhöhte Leitfähigkeit nach Stimulation auf, 

jedoch weisen RCS-RPE Zellen keinen erhöhten basalen [Ca2+]i Spiegel auf (Mergler, et al. 1998).  

Das impliziert eine andere Hypothese. Diese beinhaltet, dass das MerTK Signal inhibitorisch für L-Typ 

Ca2+ Kanäle wäre und somit die erhöhte Aktivität der L-Typ Ca2+ Kanäleam RPE (Mergler, et al. 1998, 

Strauss, et al. 1993) erklärt. An Neuronenzellen wurde ein solcher Effekt, über Phospholipase A2 

(PLA2) vermittelt beschrieben (Yagami, et al. 2003a, Yagami, et al. 2003b, Yagami, et al. 2003c). 

MerTK kann prinzipiell Phospholipasen aktivieren (Ling, et al. 1995, Todt, et al. 2004) und PLA2 wur-

de im RPE nachgewiesen (Jacob, et al. 1996, 1997, Rodriguez de Turco, et al. 1992).  

Beide angeführte Interpretationsversuche machen eine räumliche und zeitliche Regulation der Kalzi-

umhomöostase per se deutlich. Im RCS RPE ist das vermutlich nicht mehr der Fall. Der vermehrte 

oder in der Regulation entkoppelte Ca2+ Einstrom führt somit zu einem verfrühtem Stoppsignal. Ein 

verfrühter unkontrollierter [Ca2+]i Anstieg könnte die Phagozytose über Proteinkinase C (PKC) inhibie-

ren (Hall, et al. 1991b, Sheu, et al. 1994). Während die simultane Aktivierung von PKC und Tyrosinki-

nasen in nicht-dystrophischen Kontrollzellen den Ca2+ Einstrom durch L-Typkanäle unterbindet 

(Strauss, et al. 1997), wird beim RCS RPE dieser gesteigert (Smith-Thomas, et al. 2000). Eine anhal-

tende Wirkung von Nifedipin nach 12 Stunden Inkubation ist höchst unwahrscheinlich (Bottorff, et al. 

1984), so dass zu diesem Zeitpunkt der initiale Effekt vorbei ist.  

Fall 2: Desweiteren werden zahlreiche Gene auf die Stimulation durch extrazelluläre Liganden, wie 

Wachstumsfaktoren, die über Erhöhung der [Ca2+]i oder anderen sekundären Botenstoffen agieren, 

reguliert. Wie in Kapitel 5.5.4 diskutiert wäre auch dadurch eine Phagozytosemodulation möglich. 

5.5.3. Beteiligung von Proteintyrosinkinasen 
Die ZYTOSOLISCHE TYROSINKINASE pp60c-src Beteiligung an der Phagozytose von RPE Zellen wurde 

anhand der bisherigen Ergebnisse in der Interaktion von Phagozytoserezeptoren und L-Typ Ca2+ Ka-

nal diskutiert. Dabei scheint eine komplexe Feinregulation durch unterschiedliche sekundäre Boten-

stoffe inklusive Ca2+ involviert zu sein. Dass diese beim RCS RPE verändert ist, bestätigen auch die 

Unterschiede in der Phagozytosefunktion nach Ca2+-Kanalblockade.  

In der Literatur konnte bisher gezeigt werden, dass nicht nur die Ca2+-Stromdichte von Cav1.3 vergrö-

ßert und die Inaktivierungszeit verlängert ist, sondern auch die Regulation verändert. Im Gegensatz zu 

nicht-dystrophen RPE inhibiert die Aktivierung von PKC und Applikation von pp60c-src die L-Typ 

Ca2+-Kanäle an RCS-RPE Zellen. Das heißt, die Applikation von Herbimycin A inhibiert pp60c-src und 

führt zur erhöhten Leitfähigkeit von L-Typ Ca2+-Kanälen. Ebenso führt die PKC Aktivierung in Kombi-

nation mit Tyrosinkinaseapplikation nicht zur Inhibierung, sondern zur Aktivierung von L-Typ Ca2+-

Kanälen beim RCS RPE (Malecaze, et al. 1993, Mergler, et al. 1998, Strauss, et al. 1997, Strauss, et 

al. 2000). Dies könnte an der veränderten Expression von PKC Subtypen liegen (Wood, et al. 1998) 
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oder an der veränderten Kalziumhomöostase (Dufour, et al. 2003, Himpens, et al. 1999, Mergler, et al. 

1998, Stalmans, et al. 1998, 1999, Strauss, et al. 1993, Strauss, et al. 1996, Strauss, et al. 1998a, 

Strauss, et al. 1998b). 

Die hier durchgeführten Experimente zur Beteiligung der src Tyrosinkinase bestätigen dessen elemen-

tare Rolle auch bei der Phagozytose von RCS-RPE Zellen. Die Inhibierung von pp60c-src mit Herbimy-

cin A führt am RCS RPE wie an Kontrollzellen zur Senkung der Phagozytose. Dabei stellt sich der 

reduzierende Serumeffekt additiv mit einer pp60c-src Inhibierung dar. Nach zwölf Stunden OS Applika-

tionzeit unter pp60c-src Ausschaltung ist keine OS Aufnahme mehr zu verzeichnen. Der Effekt von HA 

am RCS RPE war effektiver als an den Kontrollzellen. Durch die veränderte Rolle von pp60c-src in der 

L-Typ Ca2+-Kanalregulation (RCS RPE inhibierend, Kontroll RPE stimulierend) könnte man schluss-

folgern, dass eine fein abgestimmte Regulation der Kanäle für den reibungslosen Ablauf der Phagozy-

tose notwendig ist. Danach scheint ein zuviel oder zu wenig an einströmenden Ca2+ zu einem oder 

mehreren bestimmten richtigen oder verkehrten Zeitpunkten möglicherweise die Phagozytose entwe-

der ablaufen zu lassen oder zu terminieren. An sich entwickelnden Neuronen wurde gezeigt, dass ein 

länger anhaltender Einstrom durch L-Typ Ca2+-Kanäle eine Tyrosinphosphorylierung aktiviert, die ei-

nen Verlust der Filopodienstruktur induziert (Ramakers, et al. 2001, Schindelholz, et al. 2000). In einer 

frühen Arbeit konnte gezeigt werden, dass beim RCS RPE in vitro eine Pseudopodienstruktur basie-

rend auf Aktinfilamenten nach OS Anbindung zu Stande kommt. In der Phase der fehlenden OS Auf-

nahme wurde jedoch eine ungleichmäßige und ungenügende Aktivierung der Pseudopodienbildung 

beobachtet (Chaitin, et al. 1983a). 

Danach könnte die Erkennung der OS an αvβ5 Integrinen einen Ca2+ Einstrom über c-src Tyrosinkina-

sen aktivieren (Waitkus-Edwards, et al. 2002, Wu, et al. 2001), welcher bei der Pseudo- 

/Lamellipodiabildung involviert sein könnte (Matsumoto, et al. 1987). Erst kürzlich wurde die von αvβ5 

Integrin nach geschaltete Aktivierung von Rac-1 über die Fokale Adhäsionskinase (FAK) und Adap-

terprotein Grb2, Lyn und pp60c-src an RPE Zellen gezeigt (Finnemann 2002, 2004a, Nandrot, et al. 

2003). Dabei werden Mitglieder der c-src Familie differenziert aktiviert. Bei verwandten Mechanismen 

in Neutrophilen konnte gezeigt werden, dass die Pseudopodienbildung von einem Ca2+-Einstrom 

durch spannungsabhängige Ionenkanäle abhängig ist (Roberts, et al. 1984).  

5.5.4. Einfluss des Wachstumsfaktor bFGF 
DIE BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR (bFGF, FGF2) abhängige beschriebene Stimulation der OS 

Phagozytose nach 24 Stunden Vorinkubation konnte hier bestätigt werden. Dabei war eine Konzentra-

tionsabhängigkeit zu beobachten, wenn die Phagozytose nach 4 Stunden gestoppt und ausgewertet 

wurde. Nach 12 Stunden scheint ein Maximum erreicht, da kein Konzentrationsunterschied mehr vor-

lag. Doch dabei es gab einen signifikanten Unterschied zu den Literaturdaten zu verzeichnen 

(McLaren, et al. 1997). Die Phagozytosesteigerung ging mit der Zunahme der Anbindungskapazität 

einher. Neben den schon beim bFGF Effekt auf nicht-dystrophes RPE diskutierten möglichen Hinter-

gründen wäre noch Folgendes zu betrachten. Die hier gezeigten Versuche wurden mit bFGF in F99 

Medium ohne Serum vorinkubiert und McLaren et al. haben MEM mit 5 % FCS benutzt.  

Wie zuvor hier gezeigt und diskutiert, steigert Serum die Anbindung bei der Phagozytose von RCS-

RPE Zellen. Das erklärt die Differenzen der Daten nicht. In dieser Arbeit wurden durchgängig porcine 

OS verwendet. Die besagten Literaturdaten wurden vollständig mit Ratten RPE und OS durchgeführt 
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(McLaren, et al. 1997). Da in einer vor kurzem veröffentlichte Studie erstmals Speziendifferenzen bei 

der Phagozytose beschrieben wurden sollte das berücksichtigt werden (Kindzelskii, et al. 2004). Für 

weitere Studien wäre ein einheitliches und vergleichendes Experimentdesign wünschenswert. Insbe-

sondere bei Untersuchungen an humanen RPE Zellen. Die Verfügbarkeit frischer humaner Retinae ist 

gering, so dass für die Bereitstellung von OS oft frisches Material von Tieren verwendet werden muss. 

Trotz der wichtigen qualitativen Differenz der Anbindung kommt es insgesamt zu einer Steigerung der 

Phagozytose des RCS RPE. In den dargestellten Experimenten konnte nun erstmalig gezeigt werden, 

dass auch eine bFGF Vorinkubation von 30 Minuten anstatt 24 Stunden zu diesem Effekt führt. Wei-

terhin wurde die bFGF Stimulation durch gleichzeitige pp60c-src Tyrosinkinaseinhibierung nicht weiter 

reduziert als unter Kontrollbedingungen. An dieser Stelle zeigt sich abermals, dass der bFGF Einfluss 

unabhängig von der pp60c-src Tyrosinkinase ist.  

Es konnte gezeigt werden, dass in nativen und in vitro RCS-RPE die bFGF Expression auf mRNA und 

Proteinebene reduziert ist (Malecaze, et al. 1993, McLaren, et al. 1996). In anderen Studien konnten 

diese Ergebnisse nicht reproduziert werden (Connolly, et al. 1992), aber dafür wurde eine reduzierte 

bFGF Expression der neuronalen Retina präsentiert (Rakoczy, et al. 1993). Desweiteren kann nach 

subretinaler bFGF Injektion eine Degeneration verzögert werden (Faktorovich, et al. 1990, 1992, Neu-

ner-Jehle, et al. 2000, Ogata, et al. 1999, Schraermeyer, et al. 2000). Der Hintergrund des bFGF Ef-

fektes auf die Phagozytose ist noch nicht geklärt und der Zusammenhang mit der verzögerten retina-

len Degeneration ebenfalls nicht. Nach in vivo Applikation konnte keine Zunahme der phagozytierten 

OS verzeichnet werden (Faktorovich, et al. 1990). 

Welche sekundären Botenstoffe könnten beim bFGF Effekt am RCS RPE involviert sein?  

Die Applikation von bFGF in RCS RPE Zellen in vitro führt zu keiner Änderung der cAMP Konzentrati-

on wie an Kontrollzellen (Nash, et al. 1995) und ist somit vermutlich kein Vermittler der Phagozyto-

sestimulation. Weiterhin aktivieren andere Ca2+-Kanalleitfähigkeiten als in Kontrollzellen (Rosenthal, et 

al. 2001). Denn eine an Kontrollzellen mit bFGF induzierte Zunahme der [Ca2+]i Konzentration zeigte 

sich an RCS RPE nicht blockierbar mit Nifedipin (Mergler, et al. 1998). Es ist nicht geklärt, welche 

Ca2+-Leitfähigkeiten am bFGF bedingten [Ca2+]i Anstieg in RCS-RPE beteiligt sind und wie die Aktivie-

rung erfolgt. Durch diese unbekannte Kompensation des L-Typ Beitrags zur [Ca2+]i Homöostase konn-

te mit den Phagozytoseversuchen an RCS RPE Zellen keine aufklärenden Erkenntnisse zum mögli-

chen Zusammenhang mit der bFGF Wirkung ermittelt werden. Die Diversität der regulatorischen und 

funktionellen Änderungen durch die c-mer Mutation werden dadurch bestätigt. 
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5.5.5. Zusammenfassung: Kontroll-RPE versus RCS-RPE Phagozytose 
Die in dieser Arbeit identifizierten Differenzen sind hier einmal kurz zusammengefasst (Tab. 3.2, 

Abb. 4.5 und detaillierte Tab. im Anhang 8.3). 

- Die initiale Beobachtung stellte den schon in der Literatur beschriebenen divergenten Einfluss von 

fetalem Kälberserum (FCS) auf die Phagozytose von RCS-RPE im Vergleich zu Kontroll-RPE in 

vitro dar. Dieses Ergebnis validierte unter anderen das Phagozytosemesssystem. FCS ist die 

Hauptquelle von Protein S und Gas6 in vitro und führt so zur serumstimulierten Phagozytose nati-

ver RPE Zellen (Hall, et al. 2005).  

- Das MerTK defiziente RCS-RPE weist diesen Effekt nicht auf, sondern FCS führt zur weiteren 

signifikanten Reduktion der Phagozytose (Edwards, et al. 1986, Hall, et al. 1987, Mayerson, et al. 

1986).  

- Bei den Phagozytosemessungen an RPE Kontrollzellen stellte sich heraus, dass die Blockierung 

des Kalziumeinstromes durch L-Typ Kanäle die Phagozytoserate senkte (serumfrei als auch -

stimuliert).  

- An RCS-RPE Zellen hingegen, führte die Kanalblockierung zu einer Steigerung der Phagozytose. 

In beiden Fällen wurden Anbindung und Aufnahme signifikant moduliert. Am RCS-RPE fiel bei zu-

sätzlicher FCS Zugabe die Aufnahmesteigerung geringer aus. Die essentielle Rolle einer verän-

derten Kalziumhomöostase bei dieser Form der Retinadegeneration wird so bestätigt (Dufour, et 

al. 2003, Neuner-Jehle, et al. 2000, Ogata, et al. 1999, Schraermeyer, et al. 2000). 

- Es konnte gezeigt werden, dass die Phagozytose durch RPE Zellen von Proteintyrosinkinasen 

(PTK) reguliert wird. Eine Inhibierung der PTK führte zur Reduktion der OS Aufnahme. Dabei war 

unter serumfreien Bedingungen kein signifikanter Einfluss auf die Anbindung zu verzeichnen. Aber 

die serumstimulierte Zunahme beider Phagozytosephasen wurde vollständig ausgelöscht.  

- Dieses konnte auch bezüglich der Anbindung an RCS-RPE Zellen gezeigt werden. Im Gegensatz 

zum Kontroll-RPE wurden beide Phasen der Phagozytose durch RCS-RPE Zellen auch unter FCS 

Freiheit verringert. Die pp60c-src Tyrosinkinasen sind involviert in Prozesse der OS Anbindung und 

Aufnahme genauso wie auch die L-Typ Kalziumkanäle, welche im RPE durch pp60c-src aktiviert 

werden können (Mergler, et al. 1998, Strauss, et al. 2000).  

- Bei den Untersuchungen zum Einfluss des Wachstumsfaktors bFGF stellte sich heraus, dass die-

ser auf die Phagozytose von Kontroll-RPE eine initial reduzierende Wirkung hat. Nach längerer 

OS Exposition war nur noch die Anbindung verringert. Für die RCS-RPE Zellen konnte indessen 

im Gegensatz gezeigt werden, dass bFGF die OS Phagozytoserate steigert. 
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Abb. 4.5: Vereinfachtes Modells der Regulation der Phagozytose von Photorezeptoraußensegmenten (OS) in 

Kontroll RPE versus MerTK defizientem RCS-RPE. Nach dem derzeitigen Stand der Literatur wird die Anbindung 

der OS durch αvβ5 Integrine vermittelt. Dieser führt unter anderem zur Aktivierung der fokalen Adhäsionskinase 

(FAK). Zytosolische Rezeptortyrosinkinase (pp60c-src) können durch diese phosphoryliert und aktiviert werden. Die 

pp60c-src kann L-Typ Kalziumkanäle des RPE aktivieren und so einen Kalziumeinstrom ermöglichen. Die intrazel-

luläre Kalziumkonzentration [Ca2+]i ist ein zentraler sekundärer Botenstoff im Phagozytoseprozess. Die Zunahme 

der [Ca2+]I assoziiert sowohl mit der Aktivierung als auch bei großer Zunahme der Termination der Phagozytose. 

Um während des Prozesses eine Ca2+ Homöostase zu gewährleisten wäre eine differenzierte Regulation dieser 

Ca2+ Kanäle notwendig. Fehlt wie im RCS RPE die MerTK weisen L-Typ Ca2+ Kanäle eine erhöhte Leitfähigkeit 

auf. Möglicherweise fehlt die negative Rückkopplung in Form der bidirektionalen Kommunikation zwischen Anbin-

dungs- (αvβ5) und Aufnahmerezeptor (MerTK). MerTK könnte ein potentieller Inhibitor von L-Typ Ca2+ Kanäle 

darstellen. Fehlt dieser kommt es zur Fehlregulation in der Ca2+ Homöostase und somit zum vorzeitigen Ende 

des Phagozytoseprozesses. 
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6. Zusammenfassung 
ie wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit stellen 1) die Etablierung eines optimierten Phagozyto-

seassays zur Untersuchung mehrerer Variablen der Photorezeptoraußensegment (OS) Anbin-

dung und Aufnahme, 2) die Validierung und Charakterisierung einer SV40 transfizierten humanen 

RPE Zellinie hinsichtlich der Phagozytosefunktion in vitro, 3) die ausführliche Prüfung von Zellkultur-

medien und komplexer Supplemente, letztere hergestellt aus der apikalen (Retinaextrakt) und basalen 

(choroideakonditioniertes Medium) Nachbarstruktur des RPE, auf die Phagozytose in vitro sowie 4) 

Untersuchungen zur Patho- /Physiologie der OS Phagozytose durch RPE und RCS-RPE Zellen dar. 

– Serumfreie Zellkulturmedien beeinflussen die Phagozytose: hSFM > SFM > DMEM, MEM > F99.  

– Choroideakonditioniertes Medium (ChCM) verringert die Phagozytose konzentrationsabhängig.  

– Supplementierung mit 1 % Retinaextrakt steigert, aber 5 und 10 % mindern die Phagozytose.  

– Supplementierung des Medium F99 mit 10 % FCS steigert, zusätzliches Insulin und Pyruvat ver-

ringert die Phagozytose. Weitere Zugabe von 15 % ChCM unterdrücken den Serumeffekt, wohin-

gegen 1 % RE anstatt 15 % ChCM stimulierend wirkt. 

– Es konnten verschiedene neue potentielle Teilnehmer an der Signaltransduktion der Phagozytose 

von Photorezeptoraußensegmenten (OS) des retinalen Pigmentepithel (RPE) identifiziert werden. 

– Ferner wurden Daten an RPE Zellen der RCS-Ratte gewonnen, einem Tiermodell für eine auch 

beim Menschen beschriebene hereditäre Retinadegeneration bedingt durch Phagozytosedefekt 

des RPE. Der Vergleich nativer (Kontroll-RPE) und dystropher (RCS-RPE) Zellen gab neue Auf-

schlüsse über die Interaktion der modulierenden Signalpartner und außerdem weitere Einblicke in 

die Pathophysiologie dieser Retinadegeneration.  

– MerTK und Gas6 werden im humanen RPE exprimiert. MerTK Antikörper reduzieren die Phagozy-

tose und der die Phagozytose stimulierende Serumeinfluss ist nur partiell durch Gas6 vermittelt. 

– Weiterhin konnte die Beteiligung von L-Typ Ca2+ Kanälen an der Phagozytose durch RPE Zellen 

beobachtet werden. Die Blockierung der Kanäle reduziert OS Anbindung und Aufnahme an Kon-

trollzellen. An RCS-RPE Zellen führt die Inhibierung der Kanäle zur Stimulation der Phagozytose. 

– Zwei potentielle Modulatoren von L-Typ Ca2+ Kanälen am RPE, extrazellulär der Wachstumsfaktor 

bFGF und intrazellulär die pp60c-src Tyrosinkinase, sind beteiligt an der Phagozytoseregulation. 

– An RPE Kontrollzellen weist bFGF in Abhängigkeit der Applikationszeit und der OS Expositionzeit 

komplexe Effekte von inhibierender wie auch stimulierender Wirkung beider Phagozytosephasen 

auf. Die bFGF Applikation führt zur Stimulation der Phagozytose durch RCS-RPE Zellen.  

– Die Inhibition von pp60c-src Tyrosinkinasen führt zum Verlust der serumstimulierten und –freien 

Phagozytose bei gleichzeitiger Reduktion der OS Anbindungskapazität durch RPE Kontrollzellen. 

Dieser Einfluss wurde auch an MerTK defizienten RCS-RPE Zellen ermittelt. 

– Die hier dargestellten Ergebnisse deuten auf eine integrative Funktion von L-Typ Ca2+ Kanälen an 

der Modulation der Ca2+ Homöostase hin. Diese ist bei einer Form der retinalen Degeneration auf-

grund defizienter MerTK nicht mehr gewährleistet. Damit sind L-Typ Ca2+ Kanäle potentiell in Pro-

zessen der Phagozytoseregulation in RPE Zellen involviert.  
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8. Anhang 
8.1. Formulierungen der Zellkulturmedien 

Komponenten F99 D-MEM MEM  Komponenten F99 D-MEM MEM 
Invitrogen Order No. 21700+ 41960 31095

 
Invitrogen Order No. 21700+ 41960 31095

  31100        31100     
  [mg/L] [mg/L] [mg/L]    [mg/L] [mg/L] [mg/L] 

Anorganische Salze        Aminosäuren       

CaCl2 (anhyd.) 116,6 200 200  L-Alanine 140,5     

CuSO4 · 5H2O 0,00125      L-Arginine · HCl 7,5 84 126

FeSO4 · 7H2O 0,415      L-Asparagine · H2O 21,5     

Fe(NO3)3 · 9H2O 0,36 0,1    L-Aspargic Acid 17,55     

KCl 311,8 400 400  L-Cysteine HCl · H2O 13     

MgCl2 (anhyd.) 28,61      L-Cystine · 2HCl 44,85 63 24

MgSO4 (anhyd.) 49 97,6 97,6  L-Glutamic Acid 123     

NaCl 7199,5 6400 6800  L-Glutamine 28,75 580 292

NaHCO3   3700 2200  Glycine 21,5 30   

Na2HPO4 (anhyd.) 71      L-Histidine · HCl · H2O 5 42 42

NaH2PO4 · H2O 70 125 125  L-Hydroxyproline 22     

ZnSO4 · 7H2O 0,43      L-Isoleucine 36,5 105 52

Andere 5      L-Leucine 53,25 105 52

Adenine Sulphate 0,5      L-Lysine · HCl 9,75 146 73

Adenosine-5-triphosphate 0,1      L-Methionine 15 30 15

Adenosine-5-phosphate 0,1      L-Phenylalanine 37,25 66 32

Cholesterol 0,25      L-Proline 17,75     

Deoxyribose 1401      L-Serine 21 42   

D-Glucose 0,025 4500 1000  L-Threonine 6 95 48

Glutathione (reduced) 0,15      L-Tryptophan 32,9 16 10

Guanine · HCl 2,585      L- Tyrosine 9 72 36

Hypoxanthine · Na 0,04      L-Valine   94 46

Linoleic Acid 0,105      Vitamine       

Lipoic Acid 10,6      Ascorbic Acid 0,005     

Phenol Red 0,0805 15 10  Biotin 0,05     

Putrescine 2HCl 0,25      Calciferol 0,255     

Ribose 25      D-Ca Pantothenate 7,25 4 1

Sodium Acetate 55      Choline Chloride 0,655 4 1

Sodium Pyruvate 0,35 110    Folic Acid 9,025 4 1

Thymidine 0,15      i-Inositol 0,005 7,2 2

Thymine 10      Menadione 0,0125     

Tween 80TM 0,15      Niacin 0,0325     

Uracil 0,17     Niacinamide 0,025 4   

Thiamine HCl 0,05 4 1  Para-aminobenzoic Acid 0,0125   1

Vitamin A (acetate) 0,7      Pyridoxal HCl 0,0425   1

     Pyridoxine HCl 0,025 4   

     Riboflavin 0,155 0,4 0,1
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8.2. Überblick der OS Isolationen 
 

 

Tab. :Proteinmenge und OS Partikelzählung sind für die jeweiligen Präparationen bestimmt worden. Die Zusam-

menfassung am Ende bezieht sich auf die Präparationen 7 bis 20 mit jeweils 5 Homogenisationszyklen (↑↓). 

Insgesamt wurden über 3000 Retinae für die Doktorarbeit präpariert. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Übersicht der OS Präparationen   

Nr. 

 

Anzahl 

 ↑↓ 

Anzahl  

Retinae 

Protein [µg] 

/Retina  

OS [x106] 

/Retina  

OS [x106] 

/Protein [µg] 
1 1 60 4,4 9,0 2,0 
2 1 50 6,0 21,0 3,5 
3 1 60 4,2 6,3 1,5 
4 3 70 4,5 22,0 4,9 
5 3 60 3,4 1,4 0,4 
6 4 80 61,8 48,0 0,8 
7 5 67 26,1 26,5 1,0 
8 5 95 56,9 106,0 1,9 
9 5 79 59,8 63,5 1,1 
10 5 85 71,6 71,0 1,0 
11 5 77 75,2 123,5 1,6 
12 5 180 53,9 71,2 1,3 
13 5 90 61,8 67,6 1,1 
14 5 100 59,3 60,0 1,0 
15 5 90 68,6 78,3 1,1 
16 5 105 61,0 117,0 1,9 
17 5 80 53,8 111,1 2,1 
18 5 121 51,0 90,9 1,8 
19 5 1000 93,8 132,2 1,4 
20 5 540 97,0 150,9 1,6 

  

Summe  

2709  

Mittelwert 

63,6 ±17,75 SD 

Mittelwert 

90,7 ± 34,0 SD 

Mittelwert 

1,4 ± 0,38 SD 



       8. Anhang 

115. 

 

8.3. Zusammenfassung: Kontroll-RPE und RCS-RPE 
 

Kontroll-RPE RCS-RPE Phagozytose 
[ ± SEM %]  

(4 h) Aufnahme Anbindung Aufnahme Anbindung 
Baseline 100 ± SEM  100 ±  SEM  100 ±  SEM ***  100 ±  SEM *** 
    + 5 % FCS 221 ± 6 (SV) 

171 ± 11 % (PK) 
 357 ± 4 (SV)  78 ± 4  210 ± 6 

FC
S 

    + 10 % FCS 242 ± 12 (SV) 
171 ± 11 % (PK) 

 295 ± 10 (SV)  60 ± 12  276 ± 10 

1 μM Nifedipin 
(30 min) 

87 ± 3 (SV) 
81 ± 3 (PK) 
64 (SV, 1 h, n=1) 

85 ± 4 (SV) 165 ± 4 256 ± 4 

    + 5 % FCS 137 ± 12 % (PK)  120 ± 4 279± 2 
2 μM Nifedipin 77 ± 6 (PK) 

20 (SV, 1 h; n=1) 
 162 ± 13 303 ± 10 

      + 5 % FCS   123 ± 3 303 ± 4 
5 μM Nifedipin 54 ± 14 (SV) 

74 (PK, 1 h; n=1) 
51 ± 18 (SV) 147 ± 13 

46 ± 19 (12 h, n=1) 
134 ± 7 
48 ± 24 (12 h, n=1) 

N
ife

di
pi

n 

      + 5 % FCS 184 ± 6 (SV) 267 ± 2 (SV)   
Herbimycin A 
(12 h) 

73 ± 7 (SV) 
67 (SV,12 h, n=1) 
72 (SV, 1 h, n=1) 
69 ± 9 (PK) 
82 (PK, 1 h, n=1) 

102 ± 6 (SV) 
80 (SV,12h, n=1) 
 

69 ± 8 
8 ±54 (12 h, n=1) 

76 ± 10 
10 ± 50 (12 h, n=1) 

      + 5 % FCS 104 ± 6 (SV) 
114 ± 14 (PK) 

106 ± 9 (SV) 60 ± 6 104 ± 12 

      + 10 % FCS 93 ± 10 (SV) 137 ± 6 (SV)   

H
er

bi
m

yc
in

 A
 

      + 1 μM Nifedipin 68 ± 8 (SV) 
65 (SV,12 h, n=1) 
53 (SV, 1 h, n=1) 
73 (PK, 1 h, n=1) 

66 ± 8 (SV) 
80 (SV,12 h, n=1) 

  

10 ng /ml bFGF  
(30 min) 

96 ± 13 (SV) 
84 ± 10 (SV, 1 h) 
93 (PK, 1 h, n=1) 

78 ± 14 (SV) 169 ± 9 
156 ±  12  
(24 h bFGF, n=1) 
135 ± 18 
(24 h bFGF, 12 t, n=1) 

141 ± 7 
170 ± 14 
(24 h bFGF, n=1) 
145 ± 16 
(24 h bFGF, 12 t, n=1) 

        + Herbimycin 45 (SV, 1h, n=1) 
79 (PK, 1 h, n=1) 

   

100 ng /ml bFGF 
(30 min) 

94 ± 9 (SV) 
66 ± 3 (SV, 1 h) 

79 ± 10 (SV) 194 ± 5 
208 ±  14 
(24 h bFGF, n=1) 
141 20

181 ± 8 
237 ±  17 
(24 h bFGF, n=1) 
130 1

bF
G

F 

         + Herbimycin   117 ± 11 (n=1) 118 ± 15 (n=1) 

IgG-Ak (10 μg /ml) 100 ± SEM 100 ± SEM   
Mer-Ak (10 μg /ml) 66 ± 5 (SV) 

60 ± 5 (PK) 
72 ± 7 (SV)   

Gas6-Ak  
(10 μg /ml) 

65 ± 5 (SV) 
55 ± 4 (PK) 

78 ± 7 (SV)   

IgG-Ak + 5% FCS 100 ± SEM 100 ± SEM   

Mer-Ak + 5% FCS 87 ± 4 (SV) 87 ± 6 (SV)   

A
nt

ik
ör

pe
r (

A
k)

 

Gas6-Ak +5% FCS 77 ± 12 (SV) 100 ± 18 (SV)   

 
LEGENDE: 
SV = humanes SV40-RPE; PK = humanes  primäres RPE; h = Stunden; min = Minuten; t = OS Inkubationszeit (k.A. =4 h);  
Werte > 100 %:  < 125 %,  < 150 %,  < 200 %;  ≥ 200 %;  
Werte < 100 %:  > 80 %.  > 70 %,  > 60 %,  ≤ 60 % 
kein Einfluss:  
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8.6. Abkürzungen 
Abb.  Abbildung 

aFGF=FGF-1  Acid Fibroblast Growth Factor 

bFGF=FGF-2  Basic Fibroblast Growth Factor 

AK  Antikörper 

AMD  Altersbedingte Makuladegeneration 

BSA  bovines Serumalbumin 

[Ca2+]i / e  intrazelluläre /extrazelluläre Kalziumkonzentration 

ChCM  Choridea konditioniertes Medium 

CM(F)  mit (ohne) Kalzium und Magnesium (CM-free) 

d   Tage 

(D)MEM  (Dulbecco´s Modifiziertes) Minimum Eagle Medium 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

EDTA  Ethylendiamintetraacetat 

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

FACS  Durchflusszytometer (engl. fluorescence activated cell sorter) 

FCS  Fetales Kälberserum (engl. fetal calf serum) 

FGFR  Acid Fibroblast Growth Factor Rezeptor 

FITC  Fluoreszein Isothiozyanat 

g  Erdbeschleunigung (Gravitation) 

h  Stunde(n) (engl. hour(s)) 

Ig  Immunglobin 

kD  Kilodalton 

ChCM  Chorioidea konditioniertes Medium 

log  logarhythmisch 

min  Minuten 

Mw  Molekulargewicht (ENGL: molecular weight) 

OS  Photorezeptoraußensegmente (engl.: photoreceptor outer segments) 

PBS  Phosphate-buffered saline-Dulbecco 

RCS  Royal College of Surgeons 

RE  Retinaextrakt 

(h)RPE  (humanes) retinales Pigmentepithel 

RT  Raumtemperatur 

SD  Standardabweichung (engl. standard deviation) 

sec  Sekunden (engl. second(s)) 

SEM  Standardfehler des Mittelwert (engl. standard error of the mean) 

(h)SFM  (humanes) serumfreies Medium (engl. serum free media) 

SNAFL®  Seminaphthofluoreszein 

SV40  Semianvirus No. 40  

Tab.  Tabelle 

w/v  Gewicht pro Volumen (Kilogramm / Liter; engl. weight per volume) 
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