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1. Einleitung

1.1 Der Glaskorper

1.1.1 Anatomie

Der Glaskorper (GK) fiillt als gallertartige Substanz mit einem Volumen von 4 ml den Raum
zwischen Linse, Ziliarkorper (ciliary body = CB) und Retina aus und ist somit Teil des optischen
Apparates.

Durch seine Transparenz, Avaskularitit und die zellfreien zentralen Anteile wird die ungehinderte
Transmission des Lichtes zur Netzhaut gewéhrleistet. In seiner Form wird der GK durch eine
transparente  Grenzschicht (Membrana hyaloidea), die aus kondensierten peripheren
Kollagenfibrillen besteht, stabilisiert. Er hat eine ringformige Anheftung an der Papille
(Martegiani-Ring) sowie Anheftungen an der Ora serrata (GK-Basis). Zusitzliche festere
Adhirenzen bestehen im Bereich retinaler Blutgefdfle, an allen anderen Stellen ist die Verbindung

zwischen dem GK und der Netzhaut locker.” %

1.1.2 Biochemie

Der GK besteht zu 98 Prozent aus Wasser. Das Wasser ist allerdings im GK nicht frei gel0st,
sondern an Hyaluronséure (hyaluronic acid = HA), ein Glycosaminoglykan (GAG), gebunden.” ®
Die HA, deren Produktion den Hyalozyten zugeschrieben wird, legt den Hydratisierungsgrad des
GK fest und stabilisiert durch ihr hohes negatives elektrostatisches Potential das GK-Geriist
mechanisch. 4 70 %

Dieses GK-Geriist ist aus einem Maschenwerk von Kollagenfibrillen und HA-Molekiilen
aufgebaut, stabilisiert durch Glycosaminoglykane, Proteoglykane und Fibronektin. Der
Kollagenanteil besteht zu tiber 90 Prozent aus Typ II-Kollagen, aber auch Hybride der Typen V
und XI, sowie Typ IX sind zu finden. Im adulten GK wird nach derzeitiger Kenntnis kein Kollagen
I mehr nachgebildet. Der Kollagenanteil bestimmt die Struktur des GK-Geriists. Das
Kollagengeriist verdichtet sich zur Peripherie hin und bildet am Rand den GK-Cortex, der in
Verbindung zur Linse, zum CB und zu den Gliazellen der Retina steht. Eine weitere
Strukturkomponente des GK ist Chondroitinsulfat, ebenfalls ein GAG. Daneben enthdlt der GK

auch nichtkollagendse Proteine wie Albumin, eisenbindende Proteine und Lipide, zu einem sehr

geringen Anteil auch Glucose. Eigene BlutgefiBe und Nerven besitzt der GK nicht.****
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1.1.3 Physiologie

Aufgrund seiner FEigenschaften iibernimmt der GK verschiedene Funktionen: als grofites
Kompartiment im Auge fiillt er die Mitte des Bulbus aus und stabilisiert diesen dadurch. Er stiitzt
das umliegende Gewebe und kann es somit vor mechanischen Traumata schiitzen, vor allem die
Retina wird durch den GK vor einer Ablosung geschiitzt. Als Teil des optischen Apparates leitet er
das Licht durch das Auge auf die Netzhaut, wobei sein Brechungsindex dem des Kammerwassers

(1,33) gleicht.*

1.1.4 Pathophysiologie

Viele Krankheitsbilder machen es erforderlich, den GK zu entfernen und durch synthetische GK-
Ersatzstoffe zu substituieren. Zu den héaufigsten Ursachen zéhlen die proliferative
Vitreoretinopathie, die proliferative diabetische Vitreoretinopathie, Netzhautrisse, Glaskorper-
blutungen sowie die Endophthalmitis. Neben strukturellen und biochemischen, héufig
altersbedingten Verdnderungen, kommen auch posttraumatische oder postoperative Lésionen als
Ursache fiir eine operative Entfernung des GK in Frage.**%

Nach einem solchen Eingriff wird der Bulbus mit einem artifiziellen GK-Ersatzstoff gefiillt.

Dieser GK-Ersatzstoff muss zahlreichen Anforderungen gerecht werden:

er dient nicht nur der Volumensubstitution, sondern wird auch als intraoperatives Werkzeug und
zur Netzhauttamponade benotigt.

Der GK-Ersatzstoff muss in seiner Form stabil bleiben, um den Bulbus langzeitig zu stiitzen. Er
sollte vom Auge nicht resorbiert werden und darf auf das umliegende Gewebe nicht toxisch
einwirken.

Es ist erforderlich, dass der GK-Ersatzstoff mit geringem technischem Aufwand in das Auge
appliziert werden kann und auch eine Entfernung muss zu jedem Zeitpunkt mit geringem Aufwand
moglich sein.

Heutzutage dienen als GK-Ersatzstoffe {iblicherweise Luft sowie andere Gase und Gasgemische,
viskoelastische Substanzen, Perfluorchlorcarbone oder Silikonol.”

Bei all diesen GK-Ersatzstoffen zeigen sich jedoch im klinischen Alltag die im Folgenden
aufgefiihrten Nebenwirkungen, sodass keine dieser Substanzen den an sie gestellten Anforderungen
bisher vollkommen gerecht werden konnte:

alle derzeit eingesetzten GK-Ersatzstoffe konnen ursdchlich fiir die Entstehung des Katarakts

beziehungsweise dessen Progression sein.? ¥
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Emulsifikationen des GK-Ersatzstoffes beeintrachtigen oft die Funktion des Trabelwerks und
fiihren so zum Glaukom. Dieses Phdnomen zeigt sich bei der Ausbreitung von Gasen postoperativ
und stellt vor allem auch bei Silikonélen eine sehr hiufige Komplikation dar.* >

In vielen Féllen kommt es nach der operativen Therapie zu einer Ablosung der Netzhaut. Dies hat
zum Teil mechanische Ursachen, da die verschiedenen GK-Ersatzstoffe aufgrund des
unterschiedlichen spezifischen Gewichts im Vergleich zu dem natiirlichen GK nur begrenzte
Tamponade-Eigenschaften besitzen und den Druck auf die Netzhaut nicht in allen Bereichen
gleichermallen gewihrleisten konnen. Eine weitere haufige Ursache fiir die Netzhautablosung stellt
die proliferative Vitreoretinopathie dar *. Die damit verbundene unkoordinierte Zellproliferation
mit Ausbildung von Membranen kann sich auf, innerhalb oder unter der Retina zeigen und fiihrt in
diesen Fillen einige Wochen bis Monate postoperativ zur rhegmatogenen Retina-Ablosung.*!- 7> 1%
Auch zeigen sich schidigende Einfliisse der GK-Ersatzstoffe wie Silikondl auf die Zellen des
Cornea-Endothels, die in diesen Fillen als ursdchlich fiir eine entstehende Keratopathie gesehen
werden.” *°

AuBlerdem lieBen sich fiir die meisten GK-Ersatzstoffe signifikante Toxizitéten fiir die Retina sowie
das Auge im Allgemeinen nachweisen.% %%

Da all diese Komplikationen medikamentds bis heute nur bedingt beeinflussbar und damit nicht
adédquat zu therapieren sind *°>*, machen sie die Entfernung der entsprechenden Substanz aus dem
Auge notwendig.

Aufgrund der durch artifizielle GK-Ersatzstoffe verursachten Komplikationen und

morphologischen und strukturellen Verdnderungen am okulidren Gewebe erscheint ein zellbasierter

GK-Ersatz als vielversprechende Alternative.

1.2 Hyalozyten

1.2.1 Herkunft und Funktion

Hyalozyten werden als 'wandernde Phagozyten' beschrieben, die bei der embryonalen Entwicklung

aus voriibergehend einsprossenden Gefédfien in den GK einwandern.®-*

Die Hyalozyten sind frei liegende Zellen im Cortex-Bereich des GK. Thre hochste Konzentration ist
im Bereich der GK-Basis beziehungsweise der Papille zu finden. Unter physiologischen
Bedingungen zeigen diese Zellen keinerlei mitotische Aktivitit.®

Jedoch wurde von Balazs et al. auch beim gesunden Auge ein kontinuierlicher Ersatz von
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Hyalozyten iiber den Ziliarkorper beschrieben.®

Seit vielen Jahrzehnten werden Hyalozyten bei unterschiedlichen Spezies untersucht, um Néheres
iber deren Ursprung, spezifische Eigenschaften und potentielle Funktionen herauszufinden.

Der zelluldre Ursprung der Hyalozyten ist bis dato noch nicht vollstindig gekldrt, von den meisten
Autoren werden die Hyalozyten aufgrund ihrer morphologischen, histochemischen und immun-

histochemischen Eigenschaften als Zellen der Monozyten-Makrophagen-Linie gesehen,'>>* 77 8%

1.2.2 Physiologie und Pathophysiologie

Den Hyalozyten werden sekretorische Funktionen zugesprochen, eine Beteiligung an der
Produktion von HA sowie Kollagen wird von vielen Autoren beschrieben, *- 46 68 83.84.90

Auch werden sekretorische Einfliisse der Hyalozyten auf Zellen des retinalen Pigmentepithels
(RPE) bei der Entstehung von epiretinalen Membranen (ERM) diskutiert.™®

Im Gegensatz zur vermuteten Beteiligung der Hyalozyten bei pathophysiologischen Vorgingen im

vitreoretinalen Raum *3%7!

existieren derzeit weit weniger Erkenntnisse iiber deren grundsitzliche
zelluldre Charakteristika und urspriingliche physiologische Aufgaben.

Aufgrund der nachgewiesenen Produktion der Hyalozyten von extrazellularer Matrix (extracellular
matrix = ECM) wie HA in vivo und in vitro kann eine Beteiligung dieser Zellen an der Produktion
der GK-Matrix vermutet werden,**- 46- 68 83.84.90

So kommt den Hyalozyten eine wichtige Rolle als potentielle 'Glaskorpervorliuferzelle' zu. Uber
den genauen zelluliren Ursprung der Hyalozyten gibt es jedoch bis heute keine exakten
Erkenntnisse.

Nach wie vor existiert kein eindeutiger Marker zur Identifizierung von Hyalozyten in
Gewebsschnitten und Zellkulturen.>” % -7 Auch morphologische Kriterien sind zur Detektion der
Zellen nur bedingt geeignet, da die Zellen in verschiedenen Aktivitdtszustinden phinotypischen

Verinderungen unterliegen kénnen,** -3+ 7%

1.3 Zellen des Ziliarkorper-Epithels

1.3.1 Anatomie des Ziliarkdrpers

Der Ziliarkérper (CB) kann anatomisch als eine Verbreiterung der Uvea betrachtet werden, die
zwischen Iris und ora serrata liegt. Sein Stroma verfiigt iiber eine ausgepragte Vaskularisierung und

viel glatte Muskulatur. Auch lassen sich dort ansdssige Melanozyten finden. Der CB in seiner
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Gesamtheit ldsst sich in 2 anatomische Substrukturen gliedern: der der Iris anliegende anteriore
Anteil der pars plicata, welcher ca. 2-5 mm lange Ausldufer enthilt, die jeweils Blutgefdle und
Stroma in ihrem Inneren enthalten und als Ziliarprozesse bezeichnet werden, sowie der posteriore
Anteil, die sogenannte pars plana. Ihr Stroma kann als Fortsetzung der Aderhaut betrachtet werden,
sie stellt eine Verbindung von Retina und pars plicata dar. Der CB ist von 2 Zellschichten
kuboidaler Zellen bedeckt. Die innere dem GK und Kammerwasser anliegende Schicht ist nicht
pigmentiert, die dem Stroma aufsitzende duere Zellschicht enthélt zahlreiche Melanosomen und
ist deutlich pigmentiert. Nicht pigmentiertes Epithel (NPE) und pigmentiertes Epithel (PE) sind
zwischen 2 Basallaminae gelagert und an ihren apikalen Membranen miteinander verbunden.
Charakteristisch fiir dieses einzigartig organisierte Epithel sind auBerdem spezielle interzelluldre
Verbindungen (GAP junctions, Zonulae occludentes und Desmosomen), die die Funktionen der

Zellen gewihrleisten,’® >

1.3.2 Funktion und Bedeutung

Die Zellen des Ziliarkorperepithels (CB-Epithel) sind neuroektodermalen beziehungsweise
neuroepithelialen Ursprungs.? **

Zu ihren Funktionen gehort die Produktion des Kammerwassers, damit tragen diese Zellen eine
wichtige Funktion fiir den Metabolismus von Linse und Cornea sowie die Aufrechterhaltung des
Augeninnendrucks.®" ¥ Eine Beteiligung an der Produktion der Zonula-Fasern wird diskutiert.*
Uber die genauen unterschiedlichen Funktionen von NPE und PE ist wenig bekannt, es wird von
spezifischer Aufgabenverteilung der beiden Zelltypen bei biochemischen Vorgéngen
ausgegangen.** ¥

Grundsitzlich gestaltet es sich durch die Anordnung der Zellen als eng verbundene Doppelschicht
schwierig, die genauen Funktionen separat zu untersuchen.*”*

Bertazolli Filho et al. beschreiben in ihren Untersuchungen an Kaninchen-Augen fiir die Zellen des
NPE die Produktion von makromolekuldren Komponenten des GK.'' Auch Rittig et al. vermuten
durch ihre Untersuchungen an Primaten-Augen eine Beteiligung der NPE-Zellen an der Produktion
der HA des GK.™

Die Zellen des CB-Epithels von Sdugetieren stehen seit einigen Jahren im Fokus des Interesses, da
dort Vorldufer- und Progenitor-Zellen fiir retinale Neuronen und Glia-Zellen gefunden wurden." "
38,61,94

Bisher war eine solche Region, die sogenannte ziliare Randzone (ciliary margin zone = CMZ),

entsprechend des Gebietes zwischen Retina und retinalem Pigmentepithel (RPE) als Produktionsort
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aller retinaler Neurone und somit lebenslange Quelle zur Regeneration der Retina nur bei Fischen,
Amphibien und Végeln bekannt.*

Besonders interessante Resultate liefert eine kiirzlich verdffentlichte Arbeit von Ducournau et al.:
die Arbeitsgruppe fiihrte neben Immunmarkierungen mit Antikorpern in vitro zusitzlich
endoskopische Untersuchungen in vivo an Augen von Patienten mit Retinaablosung und
proliferativer Vitreoretinopathie durch. Hier lie8 sich bei den erkrankten Augen eine intensive
Proliferation der nicht pigmentierten Epithelschicht (NPE) des Ziliarkorpers (CB) im Bereich der
pars plana zeigen. Die Untersuchungen zeigten bei diesen Zellen Hinweise fiir eine neuronale
Differenzierung der Zellen bei fehlenden Markern fiir Glia-Zellen.*

In den letzten Jahren wurde bei verschiedenen Spezies die Féhigkeit der Zellen des CB-Epithels zur
Selbsterneuerung und zur Differenzierung in retinale Neuronen und Glia-Zellen in vitro
aufgezeigt.' 1%

Eine Region vergleichbar zur CMZ als potentielle Quelle fiir Stammzellen bei Sdugetieren wird
von einigen Autoren im speziellen in der pars plana Region des CB vermutet.*-®!- %667

Das Neuroektoderm, Ursprung der Zellen des CB-Epithels, ist multipotent. Wéhrend der
Embryogenese beim Sdugetier entwickelt sich aus dem 'optic cup' die zentrale Retina und die
periphere Region, entsprechend der CMZ. Wihrend die zentrale Retina zum integrierten Teil des
zentralen Nervensystems wird, entstehen aus der CMZ zwei nicht-neurale Strukturen: das
doppelschichtige CB-Epithel und die distale Iris.® ™

Die Arbeitsgruppe von Moe et al. hat sich in ihrer Arbeit mit der Charakterisierung der
Zusammensetzung der potentiellen Vorlduferzellen aus dem CB-Epithel in vitro beschéftigt. Im
Vergleich mit Vorlduferzellen aus dem Gehirn fanden die Autoren eine geringere Menge an
neuronalen Stammzellmarkern, die Zellen wurden als 'epithel-artig' beschrieben.®

Auch Kohno et al. beschreiben in ihrer Arbeit deutliche Unterschiede der Progenitor-Zellen aus
dem CB-Epithel im Vergleich mit Stammzellen aus dem Gehirn.>*

Somit scheint bei diesen potentiellen Progenitor-Zellen aus dem CB-Epithel eine Balance zwischen
der Auspriagung der neuronalen und epithelialen Anteile zu bestehen.”

Da die Zellen des CB-Epithels aus nicht neuronalem Epithel neuroepithelialen Ursprungs
entstehen, miissen sowohl epitheliale als auch neuronale Eigenschaften aufgedeckt werden, um
diese letztendlich als klinische Quelle zu nutzen.®

So konnten die Zellen des CB-Epithels neben ihrer vermuteten Rolle als neuronale

beziehungsweise Glia-Vorlduferzelle noch weitere Eigenschaften als Progenitor- oder Stammzellen

innehaben.
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Nicht zuletzt wegen der Lage der NPE-Zellschicht nahe der GK-Basis, der Region mit einer sehr
hohen Dichte an Hyalozyten ¥, verdienen diese Zellen eine niahere Betrachtung im Hinblick auf

Gemeinsamkeiten mit Hyalozyten als potentielle 'Glaskorpervorlduferzellen'.

1.4 Zellen des retinalen Pigmentepithels

1.4.1 Herkunft und Funktion

Die Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE) sind neuroepithelialen beziehungsweise
neuroektodermalen Ursprungs und bestehen aus einem Monolayer pigmentierter Zellen. Sie liegen
an ihrer apikalen Seite der dufleren Schicht der Photorezeptoren an. Mit der basolateralen Seite
liegen die RPE-Zellen der Bruch'schen Membran, Trennschicht zur fenestrierten Choriocapillaris,
an. Die Zellen des RPE sind beteiligt am Vitamin-A-Zyklus, zu ihren Aufgaben gehort auBerdem
die Phagozytose von licht-geschiddigten Zellen der Photorezeptoren, sowie die Beteiligung am
Nabhrstofftransport zwischen Choriocapillaris und Neuroretina. Auch die Aufrechterhaltung der

Erregbarkeit der Photorezeptoren wird durch die RPE-Zellen gewihrleistet.'® > %

1.4.2 Physiologie und Pathophysiologie

Fiir die RPE-Zellen wurde die Produktion extrazellulirer Matrix (ECM) gezeigt.'” '*-2*°1-%> Obwohl
die Bedeutung dieser extrazelluldiren Komponenten noch nicht vollstdndig geklirt ist, scheint dies
sowohl physiologisch fiir die Aufrechterhaltung einer physikalischen Barriere der Bruch'schen

17, 108

Membran und zur Vorbeugung einer subretinalen Neovaskularisation als auch patho-

physiologisch bei proliferativen Vitreoretinopathien (PVR) 74371

eine entscheidende Bedeutung
zu haben.

Die Zellen des RPE zeigen Eigenschaften von Zellen der Monozyten-Makrophagen-Linie wie
Phagozytose ** oder die Expression des Zellmarkers CD 68 »°.

Auch bei der Entstehung sogenannter epiretinaler Membranen (ERM) wird den RPE-Zellen eine
entscheidende Rolle zugesprochen. Bei den ERM handelt es sich um Zellproliferationen, die in
Kombination mit verschiedenen zugrunde liegenden Erkrankungen des Auges, wie zum Beispiel
der PVR, oder ohne erkennbare auslosende Pathologie auftreten konnen. Sie bestehen aus

Zellanhdufungen und verschiedenen Zusammensetzungen von ECM. Diese ERM sind eine haufige

Ursache fiir die rhegmatogene Netzhautablosung. Die Zellen des RPE werden zum Teil fiir diese
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Proliferationen verantwortlich gemacht und werden héufig als Vorldufer der an der Pathogenese
beteiligten Fibroblasten beziehungsweise 'fibroblasten-artigen' Zellen beschrieben. #7103
Man geht davon aus, dass an den ERM noch weitere metaplastische Zellen anderen Ursprungs

beteiligt sind, wobei die genaue Identifizierung der entsprechenden Zelltypen schwierig bleibt.* 7!

37, 41, 103

Sowohl die Verdanderung der Morphologie der beteiligten Zellen als auch immunhisto-

chemische Verinderungen * verhinderten hiufig die eindeutige Identifikation der Zelltypen.

1.5 Ziele der Arbeit

Wie unter 1.1.4 dargestellt sind die derzeit eingesetzten synthetischen GK-Ersatzstoffe mit teils
erheblichen Nebenwirkungen und Komplikationen verbunden.

Eine vielversprechende Alternative nach operativer Entfernung des GK wiirde der Ersatz durch
korpereigenes GK-Gewebe darstellen. Derzeit existiert jedoch keine Moglichkeit zu einer solchen
regenerativen Therapie.

Denn in vivo kann keine Neubildung von GK-Matrix beobachtet werden, auch ist noch ungewiss,
welche Zellen in welchem Umfang an der Produktion der GK-Matrix beteiligt sind:

eine wichtige Bedeutung der Hyalozyten bei der Produktion der GK-Matrix wird seit langem
vermutet,*> 46 68 8. 8490

Besonderes Interesse in Bezug auf ihre Verbindung zum Glaskdrper gilt auch den Zellen des nicht
pigmentierten Ziliarkorperepithels (NPE-Zellen). Auch fiir diese Zellen wird eine Beteiligung an
der Produktion von GK-Matrix diskutiert ',

So verdienen diese Zellen eine nihere Betrachtung im Hinblick auf eventuelle Gemeinsamkeiten
mit Hyalozyten als potentielle 'Glaskorpervorlduferzellen'.

Eine eindeutige Identifizierung dieser beiden Zelltypen in vitro ist bis heute schwierig.

Ziel dieser Arbeit ist es, Hyalozyten und Zellen des CB-Epithels durch immunhistochemische
Markierungen mit Antikdrpern sowie durch deren Produktion von extrazelluldrer Matrix (ECM) in
vitro ndher zu identifizieren und Gemeinsamkeiten und Unterschiede der beiden Zelltypen
herauszuarbeiten.

Als Vergleichsgruppe dienen jeweils Zellen des retinalen Pigmentepithels (RPE).

Eine Methode zur Identifizierung eines Zelltyps ist die Markierung mit entsprechenden
Antikorpern. Im Vergleich zu einer Genanalyse ist dies eine leicht durchzufiihrende und rasch
reproduzierbare Methode.

Bisher wurden weder fiir Hyalozyten noch fiir Zellen des NPE spezifische Antikorper beschrieben.
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Lazarus et al. untersuchten in ihrer Arbeit 'In situ characterization of the human hyalocytes' die
Reaktivitit von humanen Hyalozyten mit verschiedenen Antikdrpern. Als Besonderheit wurde von
dieser Arbeitsgruppe die Markierung der Hyalozyten mit Anti-S-100, einem typischen Antikdrper
fiir Zellen der Monozyten-Makrophagen-Zelllinie bei fehlender Reaktivitidt mit Anti-CD-68, einem
weiteren Marker flir Zellen der Monozyten-Makrophagen-Zelllinie, dargestellt.”’

In unserer Arbeit sollen in Anlehnung an die Experimente von Lazarus et al. die Antikdrper Anti-
CD-68 sowie Anti-S-100 und Anti-S-100-A2 an Hyalozyten, RPE-Zellen und Zellen des CB-
Epithels in Gewebsschnitten und Zellkulturen getestet werden.

Wegen der leichteren Verfligbarkeit in groler Anzahl werden porkine Augen in
ophthalmologischen Experimenten héufig verwendet. Das Schwein gilt als exzellentes 'Nicht-
Primaten-Modell' zum Menschen, da die Morphologie der des humanen Auges dhnelt und
anatomische Regionen klar definiert sind, womit genaue Resektionen moglich sind. Auch
existieren deutliche genetische Ahnlichkeiten zwischen Mensch und Schwein.*

Der in unserer Arbeit gefiihrte Vergleich zwischen humanem und porkinem Gewebe
beziehungsweise den entsprechenden Zellen soll Aufschluss iiber die grundsitzliche Moglichkeit
der Ubertragbarkeit der Resultate zwischen den beiden Spezies liefern.

Aullerdem werden zwei eigens fiir diese Arbeit durch Immunisierung von Versuchstieren mit
porkinen Hyalozyten hergestellte polyklonale Antikérper an den porkinen Zellkulturen und
Gewebsschnitten auf ihre Spezifitdt fiir Hyalozyten hin getestet.

Zusitzlich soll eine Identifizierung der Zellen in Kultur durch deren Produktion an ECM gepriift
werden. Alcianblau-Farbstoffe mit verschiedenen pH-Wert-Einstellungen (pH 1,0 und pH 2,5)
sollen durch die Unterscheidung vom Vorliegen von sulfatierten GAG in der ECM der Zellen das
Auffinden von extrazelluldrer HA ermoglichen. Dies wiirde eine einfache und schnelle Moglichkeit
zur Identifizierung der Zellen unabhédngig von morphologischen Kriterien bieten.

In dieser Arbeit werden das Wachstumsverhalten der Zellen in den einzelnen Passagen und deren
typische morphologische Besonderheiten herausgearbeitet und miteinander verglichen.

Vor allem iiber die fiir diese Versuche verwendeten Zellkulturen des CB-Epithels sollen weitere
Erkenntnisse gewonnen werden. Es wird untersucht, inwieweit der Pigmentgehalt, das eindeutige
Unterscheidungsmerkmal der beiden Zellschichten NPE und PE in Gewebsschnitten in vitro, auch
in Zellkultur Giiltigkeit hat. Die immunhistochemischen Markierungen und Féarbungen werden
auch auf die Mdoglichkeit zur Unterscheidung von NPE- und PE-Zellen hin {iberpriift.

Ziel unserer Untersuchungen ist es letztlich, Aufschliisse iiber die Eignung der untersuchten

Zelltypen zur Entwicklung einer regenerativen Therapie des GK zu erhalten.
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2. Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Préiparationsbedarf

Im Folgenden werden die fiir die Priparation der Zellkulturen und Histologiepriparate

notwendigen Materialien aufgelistet:

Schlachtfrische Schweinebulbi (post mortem Zeit 8-12h)

Augen von humanen Hornhaut-Spendern (post mortem Zeit 8-12h)
Enucleationsschere

Gezahnte Pinzette

Einmal-Skalpell, Feather safety razor Company Limited (Osaka, Japan)

Augenstibchen pro ophta 66 x 5 mm, Lohmann und Rauscher International GmbH
und Co. KG (Neuwied)

Petrischalen cellstar, Greiner bio-one International AG (Kremsmiinster, Osterreich)
Sterile Mullkompressen, Noba Verbandmittel Danz GmbH und Co. KG (Wetter/Ruhr)
Spritze 20 ml, Becton Dickinson Deutschland GmbH (Heidelberg)

Sterile Pasteur-Pipette 600 ml, Schott-Duran GmbH (Wertheim)
SuperFrost®Objekttrager, Menzel Gliser GmbH und Co. KG (Braunschweig)

Collagenase Typ IA von Clostridium histolyticum, Sigma-Aldrich Corporation
(St.Louis, USA)
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2.1.2 Zellkulturbedarf

Im Folgenden werden die Materialien, die im Verlauf der Zellkulturen benotigt wurden,

aufgefiihrt:

Zellkulturflasche T 25 und T 75, Corning Incorporated (New York, USA)
Glasplattchen, 15 mm Durchmesser, Marienfeld Glasware (Lauda-Kénigshofen)
Deckgléser, 24 x 50 mm, Carl Roth GmbH und Co. KG (Karlsruhe)
12-well-Platten nunclon Delta surface, nunc™ (New York, USA)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM) + 4,5 g/l Glucose + L-Glutamin-Pyruvat,
Gibco®, invitrogen™ Corporation (Carlsbad, USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO), Gibco®, invitrogen™

Glycerin, Gibco®, invitrogen™

Fetales bovines Serum (FBS) (Chargennummer 10270-106), Gibco®, invitrogen™
Phenolfreies Medium, Gibco®, invitrogen™

Penicillin/Streptomycin, PAA Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich)
Phosphatpuffer (phosphate buffer solution = PBS) , steril, Gibco®, invitrogen™
Trypsin-EDTA (Ethylendiaminetetraacetic acid), PAA Laboratories

Neubauer Zahlkammer

Trypanblau-Losung, Sigma-Aldrich Corporation

Zentrifugationsrohrchen 15 und 50 ml, Greiner bio-one GmbH

Paraformaldehyd (PFA) reinst DAC, Carl Roth GmbH

Kryorohrchen 1,5 ml System 100 TM, Nalgene® Cryoware Brand Products (Rochester NY, USA)
Pipetten, steril, 5, 10 und 25 ml, Sarstedt AG und Co. (Niimbrecht)

Pipetboy comfort, IBS Integra Biosciences (Fernwald)

Pipetten Eppendorf Reference 10, 100 und 1000 pl mit passenden Spitzen,
Eppendorf Deutschland GmbH (Wesseling-Berzdorf)

Pasteurpipetten, sterilisiert, Carl/ Roth GmbH

Becherglaser, Schott-Duran Produktions GmbH und Co. KG (Mainz)
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2.1.3 Immunmarkierungen

Im Folgenden werden die flir die immunhistochemischen Markierungen verwendeten Antikorper

und Materialien niher beschrieben:

2.1.3.1 Allgemeine Materialien

Histokit fiir Immunmarkierungen, Zymed ® Laboratories Inc. (San Francisco,USA)

Peroxidase-Block, 15 ml

biotinylierter Sekundér-Antikorper, 15 ml

Streptavidin HRP (horseradish peroxidase)-Konjugat, 15 ml
AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) Substrat Chromogen, 15 ml

Antikorperverdiinnerlosung, 50 ml
PBS Tabletten, Sigma-Aldrich
Proteinase K, DakoCytomation AG (Baar, Schweiz)
Mayer's Hamatoxylinlosung, 500 ml, Sigma-Aldrich
Aquatex wissriges Eindeckmittel, 50 ml, Merck KGaA (Darmstadt)
SuperFrost® Plus Objekttriager, Menzel Gliser (Braunschweig)
Fiarbekammer Rotilabo®, Carl Roth GmbH
Cover-plates, Zytomed GmbH (Berlin)
Inkubationskammer, Zytomed GmbH

Glaskasten mit Farbegestell, Carl Roth GmbH

2.1.3.2 Antikorper Anti-CD-68
Monoklonaler Antikorper aus Mausserum
Vertrieb: Zymed® Laboratories

Klon: KP 1
Isotyp: 1gG1/kappa



2. Material und Methodik 17

Immunogen: humane Alveolarmakrophagen
Epitop: nicht ndher bestimmt
Molekulargewicht: 110 kDa
Positivkontrolle: Tonsille

Markierung: zytoplasmatisch

Hintergrund: Der Antikorper Anti-CD-68 ist ein typischer Marker fiir die Identifizierung
von Makrophagen und Monozyten in verschiedenen Geweben. Eine Markierung mit diesem
Antikorper kann somit bei der Aufklarung des Ursprungs eines bestimmten Zelltyps helfen.
So weisen zum Beispiel myeloide Vorlduferzellen, Granulozyten und bestimmte T-Zellen —
allesamt Zellen, bei denen eine Zugehorigkeit zur Makrophagen-Zelllinie angenommen

wird — Markierungen mit Antikorpern gegen CD 68 auf.

2.1.3.3 Antikdrper Anti-S-100

Polyklonaler Antikorper aus Kaninchenserum

Vertrieb: Zymed® Laboratories

Klon: Zy 44

Isotyp: 1gG1

Immunogen: S 100 von Kuhprotein

Epitop: nicht ndher bestimmt

Molekulargewicht: 21-24 kDa

Positivkontrolle: Melanom, Schwannom, humane Tonsillen

Markierung: zytoplasmatisch

Hintergrund: Der Antikorper Anti-S-100 markiert intrazelluldre Calcium bindende Proteine
der S 100-Familie. Diese Proteine sind gesichert an der Regulation des Zellwachstums
beteiligt. Es werden aber auch andere Funktionen, wie Verdnderungen der

Membranpermeabilitidt, Stimulation der RNA-Polymerase und Interaktionen mit Tumor-

Suppressor-Proteinen vermutet. Am Aufbau der meisten der nunmehr 10 bekannten S 100-
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Proteine sind sogenannte alpha- und beta-Ketten in unterschiedlichen Verhéltnissen
beteiligt. Beim Aufbau der S 100-Proteine sind teils beide, teils nur eine der beiden Ketten
beteiligt. Auch existieren Subtypen, deren aufbauende Bestandteile den Ketten lediglich
strukturell sehr &hnlich sind. Der in den Versuchen verwendete Klon weist eine
Kreuzreaktivitidt sowohl mit der alpha- als auch mit der beta-Kette auf. Antikdrper gegen S
100 werden oft fiir die Markierung von neuronalem Gewebe verwendet, da hier das
Vorkommen der S 100-Proteine typisch ist. Aber auch bestimmte Zelltypen, bei denen eine
Zugehorigkeit zur Makrophagen-/Monozyten-Zelllinie vermutet wird, weisen eine

Markierung mit Antikérpern gegen S 100 auf.

2.1.3.4 Antikorper Anti-S-100-A2

Monoklonaler Antikorper, produziert in Hybridzellen aus Myelom-Zellen und Splenozyten

von Mdusen

Vertrieb: Sigma-Aldrich Corporation

Klon: SH-L1

Isotyp: 1gG1/kappa

Immunogen: Calcium bindende Proteine vom Schweinemagen
Epitop: nicht ndher bestimmt

Molekulargewicht: 10-12 kDa

Positivkontrolle: Tonsille

Markierung: zytoplasmatisch

Hintergrund: Der Antikorper Anti-S-100-A2 markiert das Calcium bindende Protein S 100
L, das der Familie der bereits unter 2.1.3.3 beschriebenen S 100-Proteine zugeordnet wird.
Dieses Protein hat mit der alpha- und beta-Kette des S 100-Proteins oder anderen Calcium
abhingigen Proteinen wie Calcyclin eine 43-47 prozentige Strukturhomologie. Der
Antikorper Anti-S-100-A2 reagiert jedoch sehr spezifisch mit dem S 100 L-Protein. Mit
den strukturell &hnlichen Calcium bindenden Proteinen wie Calmodulin und Parvalbumin
oder den alpha- und beta-Ketten der S 100-Proteine zeigt sich keine Kreuzreaktion. So
reagiert der Antikorper Anti-S-100-A2 zusitzlich mit Epitopen, die durch den Antikérper
Anti-S-100 nicht markiert werden.
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2.1.3.5 Antikorper hergestellt durch Immunisierung von Versuchstieren: Antikérper Anti-H/PI
und Anti-H/PII

Polyklonale Antikérper, hergestellt durch Immunisierung von Kaninchen (Anti-H/PI) und
Mdusen (Anti-H/PII)

Hersteller: Die jeweiligen Antikorper wurden im Rahmen dieses Dissertationsprojekts als

Auftragsarbeit von der Firma Davids Biotechnologie hergestellt.
Immunogen: Porkine Hyalozyten in Passage 1, durch eigene Priparation gewonnen.

Herstellung: Die fixierten Oberflachenantigene wurden den Tieren {iber einen Zeitraum
von circa 6 Wochen mit 4 Injektionen verabreicht. Bei ausreichend hohem
Titer wurden die gewonnenen Antikorper-Seren gekiihlt gelagert und zeitnah

an porkinen Zellen und Gewebsschnitten getestet.

2.1.4 Markierung der extrazelluldren Matrix mit Alcianblau-Farbstoffen

Im Folgenden werden die fiir die Durchfiihrung der Alcianblau-Férbungen verwendeten

Materialien aufgelistet:

Alcianblau 8GS, Merck KGaA
Kernechtrot-Losung, Merck
Aluminiumsulfat-Lésung, Merck
CH;COOH (Essigsdure) 3%, Merck

0,IN HCI (Chlorwasserstoffsiure), Merck
Hyaluronidase, Sigma-Aldrich

Xylol, Merck

Histokit Eindeckmittel, Carl Roth GmbH

EtOH (Ethanol)
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2.1.5 Gerite

Im Folgenden werden die fiir die Arbeit verwendeten Gerite aufgelistet:

Mikroskop M650, Wild Heerbrugg AG (Heerbrugg, Schweiz)
Schiittelgerat KM-2 Akku, Edmund Biihler GmbH und Co. (Bodelshausen)
Mikrotom Leica/Jung RM 205, Leica Microsystems (Nussloch)

Kilteplatte Leica EG 1150 C, Leica Microsystems

Wasserbad, Kunz instruments (Nynédshamn, Schweden)

Wirmeraum 37°C

Wirmeplatte yellow line MSH basic, IKA® Werke GmbH und Co. KG (Staufen)
Rotina Zentrifuge, Hettich GmbH und Co. KG (Tuttlingen)

Kiihlschrank -80°C, Heraeus Holding GmbH (Hanau)

Sterilbank LaminAir, Holten A/S (Allerod, Déinemark)

Inkubator IG 150 37°C, CO2-Gehalt 5 %, Jouan GmbH (Unterhaching)
Wasserbad 37°C, Kéttermann GmbH und Co. KG (Uetze/Hdinigsen)
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25, Carl Zeiss AG (Jena)
Digitalkamera Powershot G3, Canon Deutschland GmbH (Krefeld)
Kamera-Adapter Tube Bayonet, Canon Deutschland GmbH

Photomikroskop Leica DMR BE, Leica AG (Wetzlar)
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2.2 Methodik

2.2.1 Zellkulturen

2.2.1.1 Préparation der Hyalozyten

Im Folgenden wird die Préparation des Glaskorpers (GK) zur Gewinnung der Hyalozyten fiir die
Zellkulturen beschrieben.

Fiir den Erhalt der porkinen Zellen wurden schlachtfrische Schweinebulbi in 0,9% NaCl-Losung
transportiert und bis zur zeitnahen Verarbeitung im Kiihlschrank aufbewahrt. Nach der Entfernung
von Muskel- und Bindegewebe mithilfe von Enucleationschere und gezahnter Pinzette wurden die
Bulbi im sterilen Becherglas mit 0,9% steriler NaCl-Losung aufbewahrt.

Die humanen Bulbi wurden unserer Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt, falls nach der
Transplantation der Hornhaut eines humanen Spenders das Auge keiner weiteren Verwendung
zugefiihrt werden konnte. Die post mortem Zeit betrug dabei zwischen 8 und 12 Stunden.

Die Préparation der Augen wurde unter der Sterilbank durchgefiihrt. Die Bulbi wurden dort auf
eine sterile Kompresse in eine Petrischale gelegt und mit einem Einmalskalpell circa 3 cm vom
Limbus entfernt auf eine Lange von circa 1 cm eingeschnitten. An dieser Stelle wurde hierauf mit
der Enucleationsschere kreisrund eingeschnitten. Danach wurde mit einer gezahnten Pinzette der
ganze vordere Teil an der Hornhaut angehoben, so dass der GK sichtbar wurde. Dieser musste
dann unter kontrolliertem Heben von der Netzhaut abgelost werden, wozu zum Teil die Hilfe von
ophta Augenstibchen notwendig war. Hierbei musste darauf geachtet werden, die Linsen-
hinterkapsel nicht zu beschiddigen, um dadurch eine Verschleppung von Zellen zu vermeiden.
Mithilfe von ophta Augenstdbchen wurden Membranen oder stérende Zellen, wie zum Beispiel die
sichtbaren schwarzen Pigmentepithelzellen, unter mikroskopischer Kontrolle entfernt. In einer
Petrischale wurden jeweils fiinf Glaskorper gesammelt, die dann mit 5-7 ml Medium gespiilt
wurden, um eventuell noch vorhandenes nicht sichtbares Pigmentepithel zu entfernen.
AnschlieBend wurden die 5 Glaskorper mit einer 20 ml-Spritze aufgenommen und in eine neue
sterile Petrischale ausgedriickt. Dieser Vorgang wurde noch ein zweites Mal wiederholt. Nach
dieser mechanischen Dissoziation der Zellen aus dem GK-Gerlist erfolgte die enzymatische
Behandlung mit Collagenase Typ IA in der Konzentration 0,5 mg/ml, um die Hyalozyten aus dem
Glaskorperverband zu losen.

Dafiir wurden 5-7 ml Enzym/Mediumgemisch in die Petrischale gegeben und fiir 1,5 - 3 Stunden

in den COz2-Inkubator gestellt. Die Zelldissoziation wurde alle 30 Minuten mikroskopisch
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kontrolliert. Wenn genug FEinzelzellen vorlagen, wurde die Zellsuspension in 15 ml-
Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und 7 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Sediment mit frischem Medium resuspendiert. Danach wurde die
Zellsuspension in Zellkulturflaschen T 25 oder T 75 tiberfiihrt und das Gesamtvolumen auf 5
beziehungsweise 20 ml Medium aufgefiillt. Die Flaschen wurden in den CO2-Inkubator gestellt
und die Zellen wurden bis zum Passagieren weiterkultiviert.

Sollten die Zellen zum weiteren Wachstum der Priméirkulturen unmittelbar nach der Priparation
auf Glasplattchen gesetzt werden, musste man folgendermallen vorgehen:

nach der Zentrifugation wurden die Zellen mit exakt 1000 pul Medium, bemessen mit der
Eppendorf-Pipette, resuspendiert.

Fiir die Zahlung wurden 10 pl dieser Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau gemischt, 10 pl dieses
Gemischs wurden dann in eine Neubauer-Zihlkammer pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden
die Zellen in den 4 groflen duBeren Quadranten zusammengezihlt und daraus der Mittelwert
berechnet. Multiplizierte man diesen Wert wegen der 1:2 Verdiinnung mit 2 und 10%, erhielt man
damit die Zellzahl pro ml.

In eine sterile 12-well-Platte wurde mit Hilfe einer gezahnten Pinzette in jedes well ein
Glasplattchen gesetzt.

Da auf jedes Glasplittchen jeweils 4000 Zellen gesetzt werden sollten, konnte man die
Zellsuspension nun so mit Medium verdiinnen, dass sich 40.000 Zellen pro ml darin befanden.
Jeweils 100 pl dieser verdiinnten Suspension wurden moglichst luftblasenfrei mittels steriler
Eppendorf-Pipette auf die Mitte der Glasplittchen gegeben. Die 12-well-Platte mit den frisch
besetzten Glasplittchen wurde nun fiir 20 Minuten in den CO2-Inkubator gestellt, damit die erste
Adhision der Zellen stattfinden konnte. Erst danach wurden in jedes well vorsichtig noch 2,5 ml

Medium aufgefiillt.

2.2.1.2 Préparation der Zellen des Ziliarkorper-Epithels

Im Folgenden wird die Préparation des Bulbus beschrieben, um daraus die Zellen des Epithels des
Ziliarkorpers (ciliary body = CB) zu gewinnen.

Hierfiir wurden schlachtfrische Schweinebulbi gekiihlt in 0,9% NaCl transportiert und bis zur
zeitnahen Verarbeitung, die 8-12 Stunden nach der Abholung erfolgte, unter fortwéhrender
Kihlung aufbewahrt. Nachdem mehrere Bulbi mithilfe von gezahnter Pinzette und
Enucleationsschere von Binde- und Muskelgewebe gesdubert wurden, wurden sie in ein steriles

Becherglas mit 0,9% steriler Kochsalzlosung zur Aufbewahrung gegeben.
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Der erste Teil der Préparation erfolgte im nicht sterilen Bereich bei Verwendung von sterilen
Instrumentarien unter dem Operationsmikroskop. Ein gesduberter Bulbus wurde auf eine sterile
Kompresse in eine Petrischale gelegt und mit einem Einmalskalpell auf der Aqatorialebene mit
circa 1 ¢cm inzidiert. Durch diese Offnung konnte der Bulbus mit der Enucleationsschere entlang
der Aquatorialebene aufgeschnitten werden. Mithilfe eines sterilen ophta Augenstibchens wurde
dann der GK vorsichtig angehoben und grofziigig vom Vordersegment entfernt. Bei diesem
Vorgang bestand die Gefahr, dass sich mit dem GK ein Teil des Epithels von der Sklera 16ste. War
die Entfernung des GK ohne Beschidigung des Vordersegments gelungen, wurde dieses zur
Weiterbearbeitung verwendet, wahrend das hintere Segment mit dem Sehnerv verworfen wurde.
Im nichsten Schritt wurde mit Hilfe eines Augenstébchens die Linse durch Heraushebeln entfernt
und ebenfalls verworfen.

Nun wurde der verbleibende vordere Eyecup zundchst halbiert, eine dieser Hélften wurde
wiederum halbiert, so dass 2 Viertel zur Weiterverarbeitung zur Verfiigung standen. Bei diesen
Vierteln wurden unter mikroskopischer Kontrolle mit einer Schere der vordere Irisbereich und
Netzhautbereich so entfernt, dass nur der diinne Bereich des CB mit pars plana und Teilen der pars
plicata verblieb.

Die Aderhaut mit dem so préparierten Bereich wurde mit einem Einmalskalpell vorsichtig von der
Sklera abgehoben, es erfolgte nun unter mikroskopischer Kontrolle die Prdparation des CB-
Epithels. Die weitere Verarbeitung erfolgte in einer Petrischale unter der Sterilbank.

Dort folgte die vorsichtige mechanische Dissoziation der Gewebestiicke mit Hilfe eines sterilen
Skalpells. Fiir die anschlieBende enzymatische Dissoziation musste eine Mischung aus Enzym und
Medium hergestellt werden.

Dazu wurden 0,1 mg der Collagenase Typ IA mit der Analysenwaage abgewogen und in 100 ml
gebrauchsfertigem Medium geldst. Nach der sterilen Filtration wurde diese Losung in Aliquots
von 10 ml eingefroren und bei -20°C gelagert. Zur Verwendung wurde die Lésung auf 0,5 mg/ml
verdiinnt.

Nachdem 6 ml dieser Losung auf die Petrischale mit den Gewebestiicken gegeben worden waren,
wurde diese auf ein Schiittelgerit gestellt und im CO2-Schrank fiir 2,5-3 Stunden inkubiert. Im
Abstand von 30 Minuten wurde die Zelldissoziation regelmaflig mikroskopisch kontrolliert. Wenn
genug Einzelzellen vorlagen, wurde die Reaktion durch Zugabe von circa 8 ml Medium gestoppt.
Danach wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und fiir 7
Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert.

Fiir diejenigen Versuche, bei denen eine Weiterkultivierung der Zellen bis zur Passage 3 geplant

war, wurde der Uberstand verworfen, das Sediment mit 5 ml beziehungsweise 20 ml frischem
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Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche T 25 oder T 75 fiberfiihrt. Diese Flasche
wurde dann in den CO2-Inkubator gestellt.

Wurden fiir die Versuche Primérkulturen bendtigt, wurden die Zellen wie unter 2.2.1.1
beschrieben gezéhlt, so dass je 4000 Zellen auf ein Glaspléttchen in eine 12-well-Platte gesetzt

werden konnten.

2.2.1.3 Préparation der Zellen des retinalen Pigmentepithels

Im Folgenden wird beschrieben, wie die Bulbi prépariert wurden, um daraus Zellen des retinalen
Pigmentepithels (RPE) fiir die Zellkultur zu gewinnen.

Hierfiir wurden schlachtfrische porkine Bulbi gekiihlt in NaCl gelagert und mit einer gezahnten
Pinzette und einer Enucleationsschere von Muskel- und Bindegewebsresten befreit.

Bei den humanen Bulbi handelte es sich um Spenderaugen nach Hornhauttransplantation, die
unserer Arbeitsgruppe nach dem Eingriff zur weiteren Verarbeitung iiberlassen wurden.

Die Préparation erfolgte unter der Sterilbank. Dort wurden die Bulbi auf eine sterile Kompresse in
eine Petrischale gelegt, mit einem Einmalskalpell 3-5 mm vom Limbus entfernt eingeschnitten und
mit einer Enucleationsschere kreisrund eingeschnitten. Der vordere Bereich wurde mit einer
gezahnten Pinzette an der Hornhaut angehoben und der GK unter kontrolliertem Heben von der
Netzhaut gelost. Nachdem die Netzhaut vorsichtig von dem leeren Eyecup geldst wurde, wurde
dieser vorsichtig mit dem Finger von innen nach auflen gestiilpt. AnschlieBend konnte man das
schwarze Pigmentepithel behutsam mit dem Skalpell von der Aderhaut abschaben. Zur
Weiterkultivierung tiber die Primérkultur hinaus wurden die Zellen mit 5 beziechungsweise 20 ml
Medium in eine Zellkulturflasche T 25 beziehungsweise T 75 tiberfiihrt und in den CO2-Inkubator
gestellt. Wurden RPE in PK fiir die Versuche bendtigt, wurden die praparierten Zellen gleichméaBig
auf die in eine 12-well-Platte gesetzten Glaspléttchen verteilt. Da die Zellen des RPE von den
Gewebestlicken aus wachsen, konnte in diesem Fall keine enzymatische Dissoziation der Zellen

und demzufolge auch keine exakte Zellzdhlung mit Zahlkammer durchgefiihrt werden.

2.2.1.4 Allgemeine Kulturbedingungen

Die wie unter 2.2.1.1, 2.2.1.2 und 2.2.1.3 beschrieben préparierten Zellen wurden entsprechend der
Versuchsreihe in Zellkulturflaschen oder auf Glasplattchen in 12-well-Platten kultiviert.
Fiir die Versuchsgrupen I und II der Immunmarkierungen wurden die einzelnen Zellkulturen in

Primérkultur (PK) beziehungsweise Passage 3 (P3) bis zum konfluenten Wachstum auf den
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Glasplattchen kultiviert.

Das Kulturmedium wurde hergestellt aus 84% D-MEM, 15% fetalem bovinen Serum (FBS) und
1% Penicillin/Streptomycin.

Bei der Durchfiihrung des Mediumwechsels wurde das vorhandene Medium abgesaugt, danach
wurde in einer Zellkulturflasche mit circa 5-10 ml, in den 12-well-Platten mit circa 1 ml pro well
PBS gespiilt. Diese Pufferlosung enthielt kein Magnesium und Kalzium und hatte den fiir die
Zellkulturen geeigneten pH-Wert 7,4. Nach Absaugen dieses Puffers wurde wiederum neues
Medium hinzugegeben, 5 ml in T 25 Kulturflaschen, 20 ml in T 75 Kulturflaschen und je 2,5 ml
pro well.

In der Regel wurde der Mediumwechsel zweimal wochentlich durchgefiihrt.

Das Vorgehen fiir den ersten Mediumwechsel nach Priparation und erster Inkubation der Zellen
unterschied sich jedoch bei den PK der unterschiedlichen Zelltypen:

so war bei den Zellen des CB-Epithels hdufig bereits nach 24 Stunden eine starke Zelladhdsion und
vermehrtes Zellwachstum zu sehen. Da die Zellen in PK relativ schnell verkeimten, wurde in
diesen Féllen der Mediumwechsel bereits einen Tag nach Préparation und Anlegen der
Zellkulturen vorgenommen.

Die Hyalozyten hingegen bendtigten in PK haufig mehrere Tage bis zur Adhdsion auf den
Glaspléttchen beziehungsweise auf dem Boden der Zellkulturflasche. So wurden in diesen Féllen
taglich mikroskopisch die Adhésion und eventuelle Verkeimung kontrolliert. Erst nach Anwachsen
der Zellen konnte der erste Mediumwechsel durchgefiihrt werden.

Bei den RPE-Zellkulturen konnte wegen relativ rascher Zelladhdsion nach 1-2 Tagen und geringer
Verkeimungstendenz meist von Beginn an der regelméfige Mediumwechsel an 2 Tagen in der

Woche eingehalten werden.

2.2.1.5 Passagieren

Im Folgenden wird das Passagieren der Zellkulturen, um diese auf weitere Zellkulturflaschen zu
verteilen oder sie auf Glasplittchen zu setzen, beschrieben.

Hierfir wurde zuerst das Medium abgesaugt, danach wurden die Zellen auf unter 2.2.1.4
beschriebene Weise mit sterilem PBS gewaschen. AnschlieBend wurde mit PBS verdiinntes
EDTA-Trypsin in die Zellkulturflaschen gegeben, pro T 25 Flasche 5 ml, pro T 75 Flasche 10 ml
Losung. Bei den verschiedenen Zellkulturen waren hierbei unterschiedliche Verdiinnungen von
Trypsin notwendig. Bei den Hyalozyten- und CB-Epithel-Kulturen wurde eine Verdiinnung von
1:10 Trypsin: EDTA/PBS verwendet. Diese Losung wurde fiir 5-10 Minuten inkubiert. Da sich die
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RPE-Zellen mit dieser Verdiinnung relativ schlecht vom Boden der Kulturflaschen 16sten, wurde
das Trypsin hier im Verdiinnungsverhdltnis 1:5 angewendet, bei einer Einwirkzeit von 5-15
Minuten. Wihrend der Inkubation der Losung wurden die Zellkulturflaschen in den CO2-Inkubator
gestellt. Die Ablosung der Zellen vom Flaschenboden musste immer wieder sowohl
makroskopisch als auch unter dem Mikroskop kontrolliert werden. Dabei erfolgte nach den ersten
sichtbaren Zeichen der Zellablosung circa alle 60 Sekunden eine mikroskopische Kontrolle, da
auch nach lidngerer Einwirkzeit ohne sichtbare Ablosung dann schlieBlich innerhalb sehr kurzer
Zeit meist die Ablosung des gesamten Zellrasens stattfand. Wegen der potentiell zellschdadigenden
Wirkung des Trypsins wurde die Einwirkzeit so kurz wie moglich gehalten. Hatten sich die Zellen
vom Boden abgeldst, wurde die Reaktion durch Zugabe einer Menge Medium, die immer
mindestens der Menge des verwendeten Trypsin-Gemisches entsprach, gestoppt. Mit einer sterilen
Pipette wurde das Gemisch aufgenommen, wobei man mit einem bereits aufgenommenen Teil der
Fliissigkeit immer wieder den Flaschenboden spiilte und diese dann wieder aufnahm, um die
Zellen moglichst vollstindig aufzunehmen. Diese Zellsuspension wurde dann in einen 15 ml
Falcon Tube iiberfiihrt und 7 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert. Danach wurde das Medium
abgesaugt und das Zellpellet mit frischem Medium resuspendiert. Sollten die Zellen auf neue
Zellkulturflaschen verteilt werden, wurde mit einem Volumen von circa 5-10 ml resuspendiert und
diese Zellsuspension zu gleichen Teilen auf 3 neue Flaschen aufgeteilt. Dann wurde den Flaschen
noch diejenige Menge an Medium hinzugefiigt, dass sich insgesamt 5 ml Fliissigkeit in den
Flaschen T 25 und 20 ml Fliissigkeit in den Flaschen T 75 befand.

Sollten die Zellen auf Glasplattchen gesetzt werden, wurde das Zellpellet mit 5 ml resuspendiert.
Danach wurden die Zellen wie unter 2.2.1.1 beschrieben gezidhlt und so auf den Glaspléttchen

verteilt, dass sich jeweils 4000 Zellen in jedem well befanden.

2.2.1.6 Einfrieren

Nachfolgend wird das Einfrieren von Zellen beschrieben. Fiir diesen Vorgang musste ein
spezielles Einfriermedium hergestellt werden. Zu 85 ml des herkdmmlichen Mediums, das 15%
FBS und 1% Penicillin/Streptomycin enthdlt, wurden 10 ml DMSO und 5 ml Glycerin
hinzugefiigt. Nachdem man diese Substanzen miteinander gemischt hatte, konnte das Medium
nach steriler Filtration bei -20°C gelagert werden.

Nachdem die einzufrierenden Zellen wie unter 2.2.1.5 beschrieben trypsiniert und zentrifugiert
worden waren, wurde das Zellpellet mit exakt 1 ml Einfriermedium resuspendiert. Nach

anschlieBender Zahlung in der Neubauer-Zdhlkammer konnte die Zellsuspension so verdiinnt
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werden, dass sich die gewiinschte Zellzahl in einem ml Medium befindet. Es wurde in der Regel
auf eine Zellmenge von 500.000/ml verdiinnt. Jeweils 1 ml der Zellsuspension wurden in
vorbereitete KryorShrchen pipettiert. Danach  wurden die Zellen langsam in Isopropanol
eingefroren und bei -80°C in der Gefriertruhe gelagert. Nach 2-3 Tagen wurden die Kryorohrchen

zur Lagerung in fliissigen Stickstoff gegeben.

2.2.1.7 Auftauen

Im Folgenden wird das Auftauen der in Kryorohrchen gelagerten Zellen beschrieben.

Die Zellen wurden aus der -80°C Gefriertruhe oder dem Stickstofftank sofort in ein 37°C warmes
Wasserbad tiiberfiihrt. Die Rohrchen durften nur solange im Wasserbad gehalten werden, bis
gerade das letzte Eisklimpchen verschwunden war. Nach kurzer Spriihdesinfektion der
Kryoréhrchen, wurde der Inhalt mit einer 2 ml Pipette in eine Kulturflasche T 25 {iberfiihrt und 5
ml herkdmmliches Medium hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Zellen in den CO2-Inkubator

gestellt. Nach 24 Stunden erfolgte ein erneuter Wechsel des Ndhrmediums.

2.2.2 Histologische Methoden

2.2.2.1 Herstellung der Paraffinschnitte

Zur Durchfiihrung der Immunmarkierungen an Schnitten aus porkinen und humanen Augen sowie
zum Erhalt von Kontrollgewebe aus humanen Tonsillen wurden Paraffinblocke hergestellt.

Bei der Herstellung dieser Pridparate wurden die Schweinebulbi schlachtfrisch, die humanen
Tonsillen und Spender-Augen mit moglichst kurzer post mortem-Zeit in sterilem NaCl
transportiert. Die Augen wurden auf die unter 2.2.1.1 beschriebene Weise so prépariert, dass man
den vorderen Eyecup mit entferntem GK und Linse vor sich liegen hatte. Unter dem Mikroskop
konnte man nun einen Gewebestreifen, der den Bereich des CB enthielt, mit dem Skalpell
herausschneiden.

Bei den Tonsillen wurde ein circa 3x2x2 cm grofles Gewebestiick mit dem Skalpell
herausgeschnitten.

Nach dieser Pridparation wurden die jeweiligen Gewebestiicke fiir circa 14 Stunden in 4%
Paraformaldehyd (PFA) zur Fixierung gegeben. Am nichsten Tag konnte man die Préparate im
Fixans in die Pathologie des Klinikums bringen, wo die Einbettung in Paraffin durchgefiihrt

wurde. Diese Paraffin-Blocke konnten jetzt mit dem Mikrotom geschnitten werden, bei den
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Schnitten der porkinen und humanen Bulbi in einer Dicke von 5 um, bei den Tonsillen mit 2 pm
Dicke. Nach dem Aufziehen auf einen Objekttriger mussten die Prdparate bei 37°C im
Wiérmeraum iiber Nacht getrocknet werden. Die Priparate wurden beschriftet und konnten dann im

Préparatekasten gelagert werden.

2.2.2.2 Herstellung der Priparate mit porkinem Glaskorper

Im Folgenden wird beschrieben, wie die porkinen GK auf die Objekttrager gezogen wurden.

Zu diesem Zweck musste der GK wie unter 2.2.1.1 beschrieben prépariert und gespiilt werden.
Statt den GK in einer Spritze aufzuziehen wurde er nochmals mit steriler PBS-Ldsung gereinigt
und danach fiir 30 Minuten in ein steriles Becherglas mit 4% PFA gelegt. Danach wurde der GK
vorsichtig mit einer glidsernen Pasteurpipette leicht angesaugt, um ihn moglichst rasch auf einen
bereitgestellten Objekttrager zu ziehen. Im Anschluss wurde dieser Objekttrager fiir 30 Minuten
auf eine Wiarmeplatte gelegt. Diese so hergestellten GK-Prédparate wurden bereits am néchsten Tag

fiir die Immunmarkierungen verwendet.

2.2.3 Immunhistochemie

2.2.3.1 Immunmarkierungen mit Antikdrpern

2.2.3.1.1 Vorbereitung der Immunmarkierungen

Im Folgenden werden die unmittelbar vor der Durchfilhrung der Immunmarkierungen
notwendigen Vorbereitungen der Zellkulturen, Paraffinpraparate und auf Objekttriger gezogenen
Glaskorper beschrieben, die sowohl fiir Versuchsgruppe I als auch fiir Versuchsgruppe II gelten.
Bei den auf Glaspliattchen konfluent gewachsenen Zellkulturen war unmittelbar vor der
Immunmarkierung eine Fixierung in 4% PFA notwendig. Zur Herstellung wurden 20 g PFA auf
500 ml PBS-Losung bei 70°C geldst, die klare Losung wurde danach mit dem pH-Meter auf einen
pH-Wert von 7 eingestellt und gefroren gelagert. Deshalb musste das PFA kurz im 37°C
Wasserbad aufgetaut werden. Wéhrenddessen wurde unter der Sterilbank aus den Zellkulturen das
Medium abgesaugt, und jedes well kurz mit sterilem PBS gespiilt. Dann konnten pro well 500 pl
PFA mit der sterilen Pipette eingefiillt werden. Nach einer Einwirkzeit von 20 Minuten konnte das
PFA abgesaugt werden, danach wurde jedes well mit circa 1 ml PBS befiillt.

Nun konnte im nicht sterilen Bereich weiter gearbeitet werden. Die Objekttrager wurden vor der
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Immunmarkierung in ein Féarbegestell gesteckt, um so die Entparaffinierung durchzufiihren. Das

Férbegestell wurde nacheinander in folgende Fliissigkeiten gegeben:

1. Xylol 10 Minuten

Xylol 10 Minuten

100% EtOH (Ethanol) 2 Minuten

100% EtOH 2 Minuten

90% EtOH 2 Minuten

90% EtOH 2 Minuten

70% EtOH 2 Minuten

. 70% EtOH + 3% H,0O, (Wasserstoffperoxid) 10 Minuten

© N L kW

Nach der Entparaffinierung wurde jedes Préparat mit Proteinase K Losung inkubiert. Eine solche
proteolytische Vorbehandlung verbessert die immunhistochemische Reaktivitit der Antigene.
Dazu musste diese Losung hergestellt werden, in dem man einen Tropfen (ca. 40 pl) Proteinase K
in 2 ml 0,05 M Tris/HCI Puffer (pH 7,5-7,7) 16ste. Diese Losung wurde danach kurz im 37°C
Wasserbad erwiarmt. Jetzt wurden einige Tropfen der Losung auf die in eine Farbeschiissel
gelegten Objekttrager gegeben, dabei musste jedes Préaparat vollstindig mit Proteinase K Losung
bedeckt sein. Nach 6 Minuten Inkubationszeit wurde die Losung mit 0,01% PBS abgewaschen.
Zur Herstellung dieser PBS-Losung, die im Verlauf der Immunmarkierung immer wieder
verwendet wurde, wurde eine Tablette Sigma PBS in 200 ml destilliertem Wasser aufgelost. Nun
konnten die Objekttrager in Coverplates gesteckt werden, die dann in die dazugehorige
Inkubationskammer gesetzt wurden, um darin die Immunmarkierung durchzufiihren.

Die tags zuvor auf Objekttriager gezogenen GK wurden lediglich fiir 6 Minuten in horizontaler
Lage mit einigen Tropfen 0,01% PBS bedeckt und anschlieBend fiir 6 Minuten mit Proteinase K
inkubiert. Jeweils die Halfte der Glaskorper wurden vor Durchfiihrung der Markierung fiir 3
Stunden mit Hyaluronidase 0,1mg/ml inkubiert.

Nach diesen vorbereitenden Behandlungen konnte die immunhistochemische Markierung an

Zellkulturen und Paraffinschnitten gemaf Protokoll durchgefiihrt werden.

2.2.3.1.2 Durchfiihrung der Immunmarkierungen

Im Folgenden wird die Durchfiihrung der Immunmarkierungen, giiltig fiir die Markierung mit den
jeweiligen Antikorpern aus den Versuchsgruppen I und I, beschrieben.
Die jeweiligen Antikdrper waren zuvor in 1,5 ml Eppendorf-Cups mit Antikdrper-Verdiinner-

Losung im entsprechenden Verhéltnis verdiinnt worden. Alle zu inkubierenden Substanzen wurden
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nur kurz fiir den jeweiligen Arbeitsschritt aus dem Kiihlschrank genommen und wurden
grundsitzlich folgendermafen aufgetragen:

bei den in der 12-well-Platte befindlichen Glasplittchen wurde jeweils die Menge von der
entsprechenden Substanz hinzugefiigt, dass die Plittchen damit bedeckt wurden. Es wurde immer
darauf geachtet, dass die Pldttchen vom Fliissigkeitsfilm bedeckt blieben. Bei den Objekttragern in
den Coverplates wurde die betreffende Fliissigkeitsmenge in die dafiir vorgesehene Offnung
getropft. Die Konstruktion der Coverplates sollte die gleichmiBige Verteilung der Fliissigkeit und
thr Verweilen wihrend der Inkubationszeit gewidhrleisten.

Nach der Inkubation einer Substanz mussten Objekttrager und Glaspliattchen immer gewaschen
werden. Bei den Plittchen wurde dabei zuerst die inkubierte Fliissigkeit mit einer 2,5 ml
Pasteurpipette abgesaugt, danach wurde mit einer neuen Pasteurpipette circa 1 ml 0,01% PBS in
das well gefiillt. Nach wenigen Sekunden konnte die Pufferlosung mit der Pipette entfernt werden.
Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt.

Bei den Coverplates musste zum Waschen der Préparate zweimal hintereinander jeweils circa 1,5
ml PBS mit der Pipette eingefiillt werden.

Die immunhistochemische Markierung wurde nach folgendem Farbeprotokoll durchgefiihrt:

1. Superblock-Peroxidase fiir 5 Minuten inkubieren, danach aus den wells mit Pipette
absaugen, kein Waschvorgang

Priméren Antikorper 60 Minuten inkubieren

Waschvorgang mit 0,01% PBS

Sekundéren, biotinylierten Antikdrper 20 Minuten inkubieren

Waschen mit 0,01% PBS

Gebrauchsfertiges HRP-Konjugat 20 Minuten inkubieren

AEC-Substrat 2 x 5 Minuten inkubieren

e A T o

Reaktion mit Leitungswasser stoppen

Bei den 12-well-Platten wurde das Wasser hierauf mit einer Pipette abgesaugt. Die Paraffinschnitte
wurden nach diesem Arbeitsschritt fiir die weitere Bearbeitung aus den Coverplates
herausgenommen und wie oben beschrieben in eine Féarbeschiissel gelegt.

Hierauf folgte die Gegenfarbung mit Mayer's Hamatoxylin. In jedes well und auf alle Objekttrager
wurden circa 1 ml dieser Losung gegeben, die circa 1 Minute einwirken musste. Danach konnte
mit Leitungswasser das sogenannte 'Blauen' durchgefiihrt werden. Bei den Paraffinschnitten wurde
der blaue Farbstoff einfach vorsichtig mit Leitungswasser heruntergespiilt. Danach wurden diese

Objekttrager wieder in ein Férbegestell geordnet und in einen mit Leitungswasser gefiillten
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Glaskasten gesetzt, in dem sie wenige Minuten bis zur Eindeckung verblieben. In die wells wurde
mit einer Pasteur-Pipette immer wieder Leitungswasser gefiillt und abgesaugt, bis das Wasser klar
erschien.

Danach erfolgte die Eindeckung der Praparate mit Aquatex-Eindeckmittel.

Die Glaspliattchen wurden mithilfe einer gezahnten Pinzette aus dem well gehoben. Dann wurde
ein moglichst luftblasenfreier Tropfen des Eindeckmittels auf die mit Zellen bewachsene Seite
gegeben und das Pléttchen mit dieser Seite auf den Superfrost-Objekttriager gegeben.

Die Objekttrager mit Paraffinschnitten wurden aus dem Glaskasten herausgenommen und mit
einem 24x50 mm Deckglas, das mittig mit einem diinnen Streifen Aquatex iiberzogen wurde,
eingedeckt.

Falls sich dennoch kleine Luftbldschen unter den Deckglisern gebildet hatten, konnten diese durch
vorsichtigen Druck mit der Pinzette auf das Glas entfernt werden.

Alle Priaparate wurden mit dem betreffenden Datum und genauen Angaben iiber die Zellkultur

beschriftet. Dann wurden diese bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.3.2 Markierung der extrazelluldren Matrix mit Alcianblau-Farbstoffen

2.2.3.2.1 Herstellung der Losungen

Zu Beginn der Versuche wurden die Alcianblau-Farbstoffe und die Kernechtrot-Losung
hergestellt.

Fiir den Alcianblau-Farbstoff zur Markierung der Sulfat- und Carboxylgruppen wurde 1 g
Alcianblau 8GS in 100 ml 3% Essigsdure gelost. Nach Einstellung des pH-Wertes auf 2,5 wurde
die Losung steril filtriert. Fiir die Farbstoff-Losung, die sulfatierte Glykosaminoglykane (GAG)
anfarben sollte, wurde 1 g Alcianblau 8GS in 100 ml 0,1 N Chlorwasserstoffsaure (HCl) gelost.
Der pH wurde auf 1,0 eingestellt und die Losung steril filtriert. Fiir die Herstellung der
Kernechtrot-Losung wurden 0,1 g Kernechtrot in 100 ml wéssriger Aluminiumsulfat-Lésung heif3

gelost. Diese Losung musste vor Gebrauch ebenfalls steril filtriert werden.

2.2.3.2.2 Durchfiihrung der Alcianblau-Farbungen

Bei jeweils der Hélfte der Glasplittchen wurde vor Durchfithrung der Férbung das Medium
abgesaugt und pro well 1 ml Hyaluronidase der Konzentration 0,1 mg/ml hinzugefiigt. Dann wurde
die 12-well-Platte fiir 25 Minuten in den CO2-Inkubator gestellt.

Danach konnten Medium und Hyaluronidase abgesaugt und die Plittchen mit PBS gewaschen

werden.
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Folgend wurden in jedes well fiir 20 Minuten zur Fixierung 500 ul PFA gegeben.
Die Farbung wurde gemédf folgendem Protokoll durchgefiihrt, wobei von jeder zu inkubierenden

Substanz circa 1 ml in das entsprechende well gegeben wurde:

Aqua dest. 3 Minuten

0,1 N HCI (pH 1,0) beziehungsweise 3% Essigsdure (CH;COOH) (pH 2,5) 3 Minuten
Alcianblau-Farbstoff pH 1,0 beziehungsweise pH 2,5

Kurz in 0,1 N HCI (pH 1,0) beziehungsweise 3% Essigsdure (pH 2,5) spiilen
Leitungswasser 2 Minuten

Kernechtrot 7 Minuten

Aqua dest. 3 Minuten

96% EtOH 3 Minuten

100% EtOH 3 Minuten

10. 100% EtOH 3 Minuten

A S AT U S A

Nach diesem Vorgang wurden die Préparate mit der gezahnten Pinzette aus den wells entfernt und
fiir circa 1 Minute in ein Becherglas mit Xylol gehalten. SchlieBlich wurde auf jedes Glasplittchen
ein Tropfen Histokit-Losung gegeben, um diese zum Eindecken auf Superfrost-Objekttrager zu

bringen. Die Priaparate wurden mit dem Datum und Angaben iiber die Zellkultur beschriftet.

2.2.4 Versuchsdesign

Im Folgenden werden der Versuchsaufbau der immunhistochemischen Markierungen mit
Antikdrpern der Versuchsgruppe I und II sowie der Farbungen der extrazelluldren Matrix (ECM)
mit Alcianblau-Farbstoffen dargestellt.

2.2.4.1 Immunmarkierungen mit Antikdrpern

In diesen Versuchsgruppen wurden mit verschiedenen porkinen und humanen Zellkulturen,
Paraffinschnitten und GK-Prédparaten immunhistochemische Markierungen durchgefiihrt.

In der Versuchsgruppe I wurden hierbei die Antikdrper Anti-CD-68, Anti-S-100 und Anti-S-100-
A2 angewendet.

In der Versuchsgruppe II wurden an den verschiedenen porkinen Zellkulturen, Paraffinschnitten

und GK-Priparaten Antikorper getestet, die durch Immunisierung von Kaninchen und Mausen mit
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Schweine-Hyalozyten eigens fiir diese Arbeit hergestellt worden waren: die Antikérper Anti-H/PI
und Anti-H/PIIL. Diese Antikorper wurden auf ihre Spezifitét fiir Hyalozyten hin gepriift.

Die fiir die Immunmarkierung verwendeten Zellkulturen wurden auf Glasplittchen in 12-well-
Platten kultiviert.

Alle Primérkulturen fiir die immunhistochemischen Markierungen wurden nach der Priparation
zum Wachstum auf Glasplattchen gesetzt.

Bei den Zellkulturen aus Passage 3 handelte es sich teilweise um Zellen, die aufgetaut wurden,
teilweise wurden die Zellen durchgehend von der Primérkultur bis zur Passage 3 kultiviert.

Die Glaskorper-Praparate wurden immer einen Tag vor Durchfithrung der immunhistochemischen
Markierung hergestellt.

Jeder Einzelversuch wurde mindestens dreimal wiederholt und wurde mit Positiv- und

Negativkontrollen durchgefiihrt.

2.2.4.1.1 Versuchsgruppe I: Immunmarkierungen mit den Antikdrpern Anti-CD-68, Anti-S-100
und Anti-S-100-A2

In dieser Versuchsgruppe wurde jeder der 3 Antikorper an folgenden Zellkulturen und

Paraffinschnitten angewendet:

o Porkine Hyalozyten, Zellen des CB-Epithels und RPE-Zellen mit jeweils 5 Wiederholungs-
versuchen in Passage 3 (P3) und mit 3 Wiederholungsversuchen in Primérkultur (PK).

° Humane Hyalozyten und RPE-Zellen mit jeweils 5 Wiederholungsversuchen mit Zellen der P3.

o Paraffinschnitte des Auges mit CB-Epithel mit jeweils 5 Wiederholungsversuchen bei humanen
und porkinen Préaparaten.

o Aus  Schweine-Bulbi  prédparierte  Glaskorper auf  Objekttragern mit je 3

Wiederholungsversuchen.

Es muss erwdhnt werden, dass bei den humanen Zellkulturen nur fiir die ersten beiden
Versuchsreihen Zellen der Passage 3 verwendet werden konnten, die direkt nach der Priparation
weiterkultiviert wurden und deshalb zu Beginn der Experimente fiir diese Arbeit zur Verfiigung
standen. Fiir die weiteren Versuche wurden aufgetaute humane Hyalozyten und RPE-Zellen
verwendet, die zuvor entsprechend 2.2.1.1 und 2.2.1.3 prépariert und hierauf wie unter 2.2.1.6
dargestellt eingefroren worden waren. In der experimentellen Phase dieser Arbeit standen keine

weiteren Bulbi von humanen Hornhaut-Spendern zur Verarbeitung zur Verfiigung.



2. Material und Methodik 34

Die Tabellen 2.1 und 2.2 stellen die fiir Versuchsgruppe I fiir jeden der zu testenden Antikdrper
verwendeten Zellen und histologischen Priiparate nochmals im Uberblick dar.

Die Verdiinnung der Antikorper wurde in Vorversuchen um die von den Herstellern angegebenen
Verdiinnungs-Empfehlungen variiert, um die am besten geeignete Verdiinnung zu ermitteln.

Der Antikorper Anti-CD-68, vom Hersteller in einer Verdiinnung von 1:50 empfohlen, wurde in
Verdiinnungen zwischen 1:20 und 1:100 getestet. Die optimale Verdiinnung wurde mit 1:100
ermittelt.

Beim Antikorper Anti-S-100 wurde die Verdiinnung zwischen 1:50 und 1:200 variiert, wobei die
optimale Verdiinnung mit 1:100 der Hersteller-Empfehlung entsprach.

Ebenso wurde der Antikdrper Anti-S100-A2 in Verdiinnungen von 1:500 und 1:1000 getestet. Bei
diesem Antikorper entsprach die von uns im weiteren Verlauf angewandte Verdiinnung von
1:1000 ebenfalls der Empfehlung des Herstellers.

Bei den Immunmarkierungen der Versuchsgruppe I wurden sowohl Negativ- als auch
Positivkontrollen durchgefiihrt. Fiir die Negativkontrolle wurde eines der entsprechenden
bewachsenen Glasplittchen beziehungsweise einer der Paraffinschnitte statt mit primérem
Antikdrper nur mit Verdiinnungs-Reagens inkubiert. Als Positivkontrollen dienten Paraffinschnitte
von humanen Tonsillen, die ebenfalls mit den entsprechenden Antikérpern inkubiert wurden. Die
positive Markierung der Zellen der Tonsille diente als Beweis fiir die korrekte Durchfiihrung der

Methodik und bewies die Funktionsfahigkeit des Antikorpers.

Tabelle 2.1: Verwendete Zellkulturen Versuchsgruppe I

Wiederholungs- | Wiederholungs-

versuche in PK versuche in P3

Porkine Zellen

Hyalozyten 3 5
RPE-Zellen 3 5
Zellen des CB-Epithels 3 5

Humane Zellen

Hyalozyten -
RPE-Zellen -
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Tabelle 2.2: Verwendete histologische Praparate Versuchsgruppe I

Wiederholungsversuche

Porkine Priparate

Gewebsschnitte mit Ziliarkorper

Glaskorper

Humane Priparate

Gewebsschnitte mit Ziliarkdrper 5

2.2.4.1.2 Versuchsgruppe II: Immunmarkierungen mit Antikdrpern, hergestellt durch
Immunisierung von Versuchstieren: Antikorper Anti-H/PI und Anti-H/PII

In dieser Versuchsgruppe wurde die Reaktivitit der Antikérper-Seren, die durch die
Immunisierung von Kaninchen (Anti-Hyalozyten/Polyklonal I: Anti-H/PI) und Méiusen (Anti-
Hyalozyten/Polyklonal II: Anti-H/PII) mit porkinen Hyalozyten hergestellt worden waren, an den
verschiedenen Zelltypen und Préparaten getestet. An folgenden Zellen und histologischen
Praparaten wurden Immunmarkierungen mit den Antikérpern Anti-H/PI und Anti-H/PII

durchgefiihrt:

o Porkine Hyalozyten, RPE-Zellen und Zellen des CB-Epithels mit jeweils 5 Wiederholungs-
versuchen in P3 und 3 Wiederholungen in PK.
o Paraffinschnitte mit Ziliarkdrper von Schweineaugen mit ebenfalls 5 Wiederholungsversuchen

sowie 3 Wiederholungsversuche mit auf Objekttragern fixierten Glaskorpern.

Die Tabellen 2.3 und 2.4 geben einen Uberblick iiber die in Versuchsgruppe II fiir jeden der zu
testenden Antikorper verwendeten Zellkulturen und histologischen Priparate.

Auch hier wurde in Vorversuchen die Verdiinnung bei beiden Antikorper-Seren zwischen 1:5 und
1:50 variiert. Als optimal ergab sich eine Verdiinnung von 1:10.

Bei jedem der Versuche wurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt, das heift, mindestens ein
Préaparat pro Versuch wurde statt mit dem Antikorper nur mit Verdiinnungs-Reagens inkubiert.
Eine Positivkontrolle stand bei dieser Versuchsgruppe dahingehend nicht zur Verfiigung, da bei
diesen durch Immunisierung mit Hyalozyten hergestellten Antikorpern die Hyalozytenkultur selbst

die einzige Positivkontrolle darstellte.
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Tabelle 2.3: Verwendete Zellkulturen Versuchsgruppe 11

Wiederholungs- Wiederholungs-
versuche in PK versuche in P3
Porkine Zellen
Hyalozyten 3 5
RPE-Zellen 3 5
Zellen des CB-Epithels 3 5

Tabelle 2.4 Verwendete histologische Praparate Versuchsgruppe I1

Wiederholungsversuche

Porkine Priaparate

Gewebsschnitte mit Ziliarkorper

Glaskorper

2.2.4.1.3 Beurteilung

Die Préiparate aus Versuchsgruppe I und II wurden nach Durchfithrung der Immunmarkierungen
mikroskopisch beurteilt.

Durch die Fiarbung mit Mayer's Hdmatoxylin erschienen die Zellkerne tiefblau, die iibrigen
Strukturen wurden ebenfalls blau gefarbt.

Von den Antikdrpern markierte Strukturen waren durch die Anwendung des AEC-Substrats rot
geférbt sichtbar.

Ein Versuch wurde aus der Wertung genommen, wenn sich durch den Vorgang der
Immunmarkierung die typische Morphologie der Zellen verdndert hatte. Auch musste die Struktur
des Gewebes auf den Paraffinschnitten eindeutig erkennbar sein, eine Ablosung vom Objekttrager
galt als Ausschlusskriterium.

Zur weiteren Priifung der Giiltigkeit des Versuchs wurden zuerst die Positiv- und
Negativkontrollen, danach jedes Priparat einzeln gepriift. Dabei diente eine Positivkontrolle mit
markierten Strukturen als Beweis flir die Funktionsfdhigkeit des jeweiligen Antikorpers und die
korrekte Durchfithrung der Methodik. Auf den Negativkontrollen hingegen durften keine eindeutig
markierten Zellen zu finden sein.

Danach wurde jedes einzelne Pridparat beurteilt. Nach Priifung der grundsatzlichen Qualitit des

Priiparates beziiglich der Himatoxylin-Firbung und eventuellen rétlichen Uberlagerungen durch
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das AEC-Substrat wurden rot markierte Strukturen gesucht. Zellen galten als eindeutig markiert,
wenn eine rote Fiarbung, die auf die Zellgrenzen beschrénkt ist, zu finden war. So wurde bei jedem
Priparat der Anteil der gefdrbten Strukturen und Zellen sowie Intensitdt und genaue Lokalisation
der Markierung beurteilt. Nachdem bei den auf den Glaspléttchen gewachsenen Zellen bei der
mikroskopischen Auswertung der Anteil der markierten Zellen auf dem Priparat ermittelt werden
sollte, erfolgte vor allem zum besseren Vergleich der einzelnen Resultate untereinander die
Einteilung der Markierungen in Grad I-V. Hierbei entsprach der jeweilige Markierungsgrad einem
bestimmten anteiligen Prozentsatz der angefiarbten Zellen aller auf dem Prédparat befindlichen
Zellen.

Die systematische Einteilung wird in Tabelle 2.5 dargestellt.

Tabelle 2.5: Systematische Einteilung der Resultate

der Immunmarkierungen mit Zellkulturen

Anteil der markierten

Zellen

in %

Grad I 1-20
Grad II 21-40
Grad 111 41 - 60
Grad IV 61 - 80
Grad V 81-100

2.2.4.2 Markierung der extrazelluldren Matrix mit Alcianblau-Farbstoffen

2.2.4.2.1 Versuchsaufbau

In dieser Versuchsreihe wurden porkine Hyalozyten, RPE-Zellen und Zellen des CB-Epithels mit
Alcianblau, einem Farbstoff zur selektiven Fiarbung von Mukosubstanzen, behandelt. Dabei
wurden 2 Alcianblau-Farbstoffe mit verschiedener pH-Wert-Einstellung verwendet: der Farbstoff
mit einem pH-Wert von 2,5 ermdglicht den Nachweis saurer Mukosubstanzen ohne
Unterscheidung von Carboxyl- und Sulfatgruppen. Die auf einen pH-Wert von 1,0 eingestellte
Losung farbt lediglich die sulfatierten Gruppen an. So lassen sich durch die Markierung mit der
Losung des pH-Werts 2,5 extrazellulire Glykosaminoglykane (GAG) in den Zellkulturen

nachweisen, die Markierung extrazelluldrer Matrix mit der Losung des pH-Werts 1,0 trdgt durch
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den Nachweis sulfatierter GAG zur weiteren Identifizierung dieser extrazelluldren Strukturen bei.
Da lediglich die Hyaluronsdure (HA) nicht sulfatiert ist, konnen durch diese Farbungen
Riickschliisse auf das Vorliegen von extrazelluldrer HA in den einzelnen Zellkulturen gezogen
werden.

Die Alcianblau-Farbungen wurden mit auf Glaspléttchen gewachsenen Zellen durchgefiihrt.

Fiir jeden Einzel-Versuch wurden 4 bewachsene Glasplittchen derselben Zellkultur verwendet.
Jeweils 2 der Plittchen wurden mit Alcianblau-Farbstoff pH 1,0, die anderen beiden mit
Alcianblau-Farbstoff pH 2,5 inkubiert. Wiederum jeweils eines der beiden Glasplédttchen wurde
zuvor fiir 25 Minuten mit Hyaluronidase in der Konzentration 0,1 mg/ml vorbehandelt. Die
Hyaluronidase ist ein Enzym, das HA abbaut. Es katalysiert die hydrolytische Spaltung
glykosidischer Bindungen in Hyaluronsédure und Chondroitinsulfaten und fiihrt damit zur
Depolymerisation.

Tabelle 2.6 stellt die fiir diese Versuche verwendeten Zellkulturen dar.

Tabelle 2.6: Verwendete Zellkulturen Alcianblau-Féarbungen

Wiederholungsversuche

Porkine Zellkulturen (P 3)
Hyalozyten
RPE-Zellen

Zellen des CB-Epithels

2.2.4.2.2 Beurteilung

Nach Durchfiihrung der Versuche wurden die Préparate mikroskopisch beurteilt.

Die markierten Mukosubstanzen treten durch die Farbung mit Alcianblau leuchtend blau hervor,
die Kerne erscheinen hellrot, der Hintergrund zartrosa.

Zuerst wurde beurteilt, ob die Zellkerne deutlich rot gefarbt waren. War damit die Funktion der
Kernecht-Losung gezeigt, konnte der Versuch als giiltig eingeschlossen werden. Grundsétzlich
wurde bei jedem Priparat die Morphologie der Zellen und das Auftreten von leuchtend blauen
Stellen begutachtet. Aullerdem wurden die Wirkung der vorherigen Inkubation der Zellen mit dem

Enzym Hyaluronidase beurteilt.
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2.2.5 Fotodokumentation

Bei allen Zellkulturen wurden Wachstum, Morphologie der Zellen und deren Verdnderungen im
Laufe der Passagen mikroskopisch beobachtet und mit der Foto-Kamera dokumentiert. So konnten
typische morphologische Kriterien sowie Wachstumsmuster und -geschwindigkeit der Zelltypen
miteinander verglichen werden.

Bei den drei verschiedenen porkinen Zelltypen wurden die Zellkulturen im Verlauf von der
Priméarkultur bis zur Passage 3 beobachtet. Bei den zwei humanen Zelltypen, Hyalozyten und
RPE-Zellen, wurden bei den Versuchen zum Teil nach Préparation bei -80°C eingefrorene und fiir
die Versuche aufgetaute Zellen verwendet, teils handelte es sich um nach Préparation direkt weiter
kultivierte Zellen. Die Zellen wurden nach dem Auftauen in der Passage 3 in ihrem Wachstum
miteinander verglichen, beobachtet und fotodokumentiert. Da in der experimentellen Phase dieser
Arbeit keine weiteren Augen von menschlichen Spendern zur Préparation zur Verfiigung standen,
konnte hier keine Dokumentation des Zellkulturverlaufs bereits ab der Primérkultur erfolgen.

Auch die Prdparate aus den immunhistochemischen Markierungen und Alcianblau-Farbungen
wurden wenige Tage nach Versuchsdurchfiihrung fotografiert. Dabei wurden sowohl die fiir die
jeweiligen Zellen typischen Firbeverhalten und Markierungsmuster als auch Besonderheiten
einzelner Prdparate dokumentiert. Danach wurden die Prédparate lichtgeschiitzt in einem

Priparatekasten aufbewahrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Zellkulturverlauf

Im Folgenden werden die bei der Kultivierung der einzelnen Zelltypen beobachteten
Charakteristika beziiglich der Zellmorphologie und des spezifischen Wachstumsverhaltens im
Laufe der Passagen dargestellt.

Nachdem die in dieser Arbeit verwendeten porkinen Zellkulturen durch eigene Préparation der
Schweinebulbi gewonnen wurden, konnten diese Zellen von der Primérkultur (PK) bis zur Passage
3 (P3) beobachtet werden.

Bei den humanen Zellkulturen, die fiir die Experimente der immunhistochemischen Markierungen
verwendet worden waren, handelte es sich zum einen Teil um Zellen, die direkt nach der
Préparation bis zur P3 weiterkultiviert worden waren und zum anderen Teil um aufgetaute Zellen.
Nachdem in diesem Fall nicht wie bei den porkinen Zellkulturen exakte Beobachtungen zum
Verlauf der Zellkulturen bis zur P3 gemacht werden konnten, sollen fiir die humanen Zellkulturen

nur Wachstumsverhalten und Eigenschaften der Zellen fiir die P3 beschrieben werden.

3.1.1 Hyalozyten

3.1.1.1 Porkine Hyalozyten

Die durch unter 2.2.1.1 beschriebene Praparation gewonnenen Hyalozyten wurden zum weiteren
Wachstum zusammen mit Nidhrmedium in Kulturflaschen oder auf Glaspléttchen in 12-well-
Platten gegeben.

Zu Beginn der PK zeigten sich die Hyalozyten gleichméBig verteilt auf dem Boden der
Kulturflaschen beziehungsweise auf den Glaspléttchen. In diesem frithen Stadium stellten sich die
kleinen Zellen in kugeliger Form mit reichlich Zytoplasma um den Zellkern dar (vgl. Abb. 3.1 a).
Grundsitzlich erfolgte erst nach dem Anwachsen einer grof3eren Menge von Zellen das erste Mal
ein Wechsel des Mediums. Nach der Adhédsion der Hyalozyten auf dem Flaschenboden
beziehungsweise auf den Glaspléttchen wurde die Vermehrung der Zellen sichtbar. Die zu Beginn
noch kugelige Form der Zellen verdnderte sich in eine lidngliche Form, die Hyalozyten
entwickelten Zellausldaufer und nahmen insgesamt an Grof3e zu (vgl. Abb. 3.1 b).

Durch Teilung und das Zusammenwachsen benachbarter Zellen bildeten sich so nach der ersten

Adhision mehrere Zellrasen mit hoher Zelldichte. Dabei stellte sich das konfluente Wachstum der
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diinnen, ldnglichen Zellen typischerweise 'fischzug-artig' dar (vgl. Abb. 3.1 d). Die Zellen wiesen
intrazytoplasmatische Granula auf (vgl. Abb. 3.1 c). Wiahrend bei den in Zellkulturflaschen
wachsenden Hyalozyten das Wachstum kontinuierlich fortschritt, bis der komplette Flaschenboden
bedeckt war, verlangsamte sich das Zellwachstum auf den Glaspléttchen haufig, so dass sich die
einzelnen entstandenen Zellgruppen kaum mehr vergroferten.

In der P1 zeigten sich die einzelnen Hyalozyten bereits nach wenigen Stunden gleichméBig verteilt
auf dem Flaschenboden angewachsen. Verglichen mit der PK lagen nur wenige Zellen in der
kugeligen Form vor, die meisten der Hyalozyten hatten schon in diesem frithen Stadium mehrere
Zellauslaufer (vgl. Abb. 3.1 b). Die Zellen zeigten nach rascher Vermehrung die bereits
beobachtete Tendenz zum lénglichen Wachstum (vgl. Abb. 3.1 c¢). Nach Erreichen des konfluenten
Wachstums konnten die Hyalozyten in die nichste Passage iiberfiihrt werden.

Auch in P2 und P3 zeigte sich wiederum ein sehr schnelles Anwachsen der Zellen. Der GroBteil
der Hyalozyten wies bereits zu diesem Zeitpunkt eine langliche Zellform mit mehreren Auslédufern
auf (vgl. Abb. 3.1 b).

Ab der P2 konnte das typische 'fischzug-artige' Wachstum der Zellen (vgl. Abb. 3.1 d) auf
mehreren Ebenen beobachtet werden.

Die Grafik 3.1 gibt einen Uberblick iiber die durchschnittlichen Kultivierungszeiten der porkinen
Hyalozytenkulturen in den einzelnen Passagen bis zum konfluenten Wachstum.

Die Abbildungen 3.1 a-d zeigen den Wachstumsverlauf der porkinen Hyaloyzten.

Grafik 3.1 : Durchschnittliche Kultivierungszeiten in Tagen
der porkinen Hyalozyten in den einzelnen Passagen
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Abb. 3.1 : Wachstum der porkinen Hyalozyten

a) Porkiner Hyalozyt (PK): Einzelzelle nach Anwachsen auf dem Boden der
Zellkulturflasche (Vergroflerung 20-fach, Zoom-Faktor 5,7)
b) Porkine Hyalozyten (P1): Formverinderung der Zellen nach Anwachsen auf dem
Boden der Zellkulturflasche in die liingliche Form, Ausbildung von Zellausliufern
(Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
¢) Porkine Hyalozyten (P1): Zellen im dichten Wachstum, liingliche Zellkorper,
intrazytoplasmatische Granula deutlich zu erkennen (Vergrofierung 20-fach, Zoom-Faktor 4,0)
d) Porkine Hyalozyten (P2): konfluentes Wachstum der Zellen, 'fischzug-artig'
(Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)

3.1.1.2 Humane Hyalozyten

Nach dem Auftauen (siehe 2.2.1.7) zeigten sich die humanen Hyalozyten gleichméBig auf den
Glaspléttchen verteilt. Der Grofteil der Zellen wies zu diesem Zeitpunkt einen ldnglichen
Zellkorper auf (vgl. Abb. 3.2 a). Es zeigten sich von Beginn der Kultivierung an
intrazytoplasmatische Granula. Bei konfluentem Wachstum zeigten die Zellen das bereits fiir die
porkinen Hyalozyten beschriebene 'fischzug-artige' Wachstum (vgl. Abb. 3.2 b).

Die Abbildungen 3.2 a und b zeigen das Wachstum der humanen Hyalozyten der Passage 3.
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Abb. 3.2: Wachstum der humanen Hyalozyten

a) b

a) Humane Hyalozyten (P3): Zellen nach dem Anwachsen, lingliche Zellkérper
(Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)

b) Humane Hyalozyten (P3): konfluentes, 'fischzug-artiges' Wachstum
(Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)

3.1.2 Zellen des retinalen Pigmentepithels

3.1.2.1 Porkine Zellen des retinalen Pigmentepithels

Die durch unter 2.2.1.3 beschriebene Prédparation gewonnenen Gewebestiicke des retinalen
Pigmentepithels wurden zum weiteren Wachstum zusammen mit dem Néhrmedium in
Kulturflaschen oder auf Glaspléttchen in 12-well-Platten gegeben.

Zu Beginn der PK ging das erste Wachstum der RPE-Zellen konzentrisch von den Gewebestiicken
aus. Die Zellen wiesen typischerweise eine runde bis hexagonale Form auf und zeigten sich dicht
nebeneinander angeordnet mit deutlich sichtbaren Zell-Zwischenrdumen (vgl. Abb. 3.3 a).

Dieses Wachstumsmuster erinnerte an die klassische Anordnung von Pflastersteinen. An
zahlreichen Stellen gleichzeitig breiteten sich die RPE-Zellen von diesen pigmentierten
Gewebeanteilen ausgehend aus. Vor allem bei einzeln wachsenden Zellen und kleineren
Zellgruppen konnte jedoch ein Abweichen von der typisch runden Form beobachtet werden. Hier
wiesen die Zellen ein ldngliches Wachstum auf, die Zellen traten durch Ausldufer miteinander in
Kontakt (vgl. Abb. 3.3 b). Circa 20-30% der Zellen wiesen gut sichtbares bridunlich schwarzes
Pigment im Zytoplasma auf (vgl. Abb. 3.3 b).

Bereits mit dem ersten Wechsel des Ndhrmediums wurden die Pigmentpartikel, von denen das
Wachstum der Zellen ausgegangen war, fortgespiilt, was jedoch keinen sichtbaren Einfluss auf das

weitere Wachstum der Zellen hatte. So zeigte sich das Wachstumsmuster der Zellen nach der
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Ausbreitung auf den gesamten Flaschenboden beziehungsweise auf die Glasplattchen zum grof3en
Teil im oben beschriebenen typischen 'Pflasterstein-Muster' mit runder bis hexagonaler Zellform,
nur an manchen Stellen zeigte sich die Form der Zellen langlich mit nicht mehr scharf voneinander
zu trennenden Zellgrenzen (vgl. Abb. 3.3 ¢).

In der P1 war nach der Trypsinierung ein groBer Teil der Zellen adhérent in Gruppen von 5-10
Zellen, die iibrigen RPE-Zellen lagen als Einzelzellen vor. Die meisten der Zellen zeigten den
bereits bei den Zellen der PK beschriebenen rundlichen Zellkorper (vgl. Abb. 3.3 a).

Mit circa 10% zeigte ein geringerer Anteil der RPE-Zellen sichtbares Pigment im Zytoplasma.
Nach vollstindigem Bewachsen des Flaschenbodens stellte sich das Wachstum der Zellen so dar,
dass man das typische 'pflasterstein-artige’ Wachstum und ein ldngliches Wachstum nebeneinander
vorfand (vgl. Abb. 3.3 ¢).

In den folgenden Passagen verringerte sich der Anteil der RPE-Zellen mit sichtbarem braunlich
schwarzen Pigment weiter, bis in P3 kein Pigment mehr in den Zellen zu sehen war (vgl. Abb. 3.3
d). Grundsitzlich entsprach das Wachstumsmuster dem bereits fiir die vorhergehenden Passagen
beschriebenen. Jedoch zeigte nur noch ein geringer Anteil der Zellen die regelmifige
'pflasterstein-artige’ Anordnung der hexagonalen Zellkorper, wie sie vor allem in der PK
beobachtet wurde. In P2 und P3 war in weiten Teilen ein Wachstum mit langlicher Morphologie
der Zellen zu sehen (vgl. Abb. 3.3 d).

Die Grafik 3.2 gibt einen Uberblick iiber die durchschnittlichen Kultivierungszeiten der porkinen
RPE-Zellkulturen in den einzelnen Passagen bis zum konfluenten Wachstum. Die Abbildungen 3.3

a-d zeigen den Wachstumsverlauf der porkinen RPE-Zellen.

Grafik 3.2 : Durchschnittliche Kultivierungszeiten in Tagen der porkinen
Zellen des retinalen Pigmentepithels in den einzelnen Passagen
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Abb. 3.3: Wachstum der porkinen RPE-Zellen

) d)

a) Porkine RPE-Zellen (PK): Wachstum der Zellen konzentrisch vom Gewebe
ausgehend, 'pflasterstein-artig' (Vergrofierung 20-fach, Zoom-Faktor 4,0)

b) Porkine RPE-Zellen (PK): léingliches Wachstum der Zellen im Randbereich, deutlich
sichtbares Pigment (Vergréfierung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)

¢) Porkine RPE-Zellen (P1): Zellen im dichten Wachstum, teils 'pflasterstein-artig',
teils Liinglich (Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)

d) Porkine RPE-Zellen (P2): Zellen im dichten Wachstum, grofteils léingliche Zellform,
kein sichtbares Pigment mehr vorhanden (Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)

3.1.2.2 Humane Zellen des retinalen Pigmentepithels

Die Zellen des humanen RPE zeigten zu Beginn der P3 das von uns bei den Kulturen der porkinen
RPE-Zellen in P2 und P3 beschriebene Zellbild (sieche 3.1.2.1). Die rundlich ovalen Zellen waren
regelmédfBig auf dem Boden der Glasplittchen verteilt und zeigten nach dem Anwachsen
Zellausldufer (vgl. Abb. 3.4 a). Dicht zusammenhédngende Zellen, wie sie bei den porkinen RPE-
Zellen nach der Trypsinierung beobachtet werden konnten, lagen nicht vor. In den Zellen waren

intrazytoplasmatische Granula, jedoch keine sichtbaren Pigmentansammlungen mehr zu erkennen



3. Ergebnisse 46

(vgl. Abb. 3.4 a, b). Wie schon fiir die porkinen RPE-Zellen beschrieben, zeigte sich bei
konfluentem Wachstum zum grof3en Teil ein ldngliches Wachstum der Zellen (vgl. Abb. 3.4 b).
Die Abbildungen 3.4 a und b zeigen das Wachstum der humanen RPE-Zellen der Passage 3.

Abb. 3.4: Wachstum der humanen RPE-Zellen

b)

a) Humane RPE-Zellen (P3): Einzelzellen nach Anwachsen, Zellausliufer
(Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)

b) Humane RPE-Zellen (P3): Zellen im konfluenten Wachstum
(VergroBierung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)

3.1.3 Porkine Zellen des Ziliarkorper-Epithels

Die durch unter 2.2.1.2 beschriebene Préiparation gewonnenen Zellen vom Epithel des
Ziliarkdrpers wurden zum weiteren Wachstum zusammen mit Ndhrmedium in Kulturflaschen oder
auf Glasplittchen in 12-well-Platten gegeben.

Bereits nach wenigen Stunden zeigte sich eine Adhédsion der Zellen auf dem Flaschenboden
beziehungsweise auf den Glaspléttchen. Bei den Zellkulturen des Ziliarkdrper-Epithels wurde
bereits nach 24 Stunden der erste Mediumwechsel mit Spiilung mit Penicillin/Streptomycin
durchgefiihrt. Danach erfolgte der Mediumwechsel wie bei allen Zellkulturen regelméBig zweimal
pro Woche.

Beziiglich des Wachstums lieBen sich verglichen mit den Kulturen der RPE-Zellen und
Hyalozyten ganz eigene Charakteristika beobachten. Zu Beginn der Wachstumsperiode in der PK
zeigten sich die Zellen einzeln oder in kleineren Griippchen verteilt auf dem Flaschenboden. Ein
Wachstum von Gewebestiicken oder bereits adhédrente Zellen wie bei den porkinen RPE-Zellen
wurden nicht beobachtet.

Die Zellform war variabel, ein Teil der Zellen war diinn und lénglich (vgl. Abb. 3.5 a-d, e, g, h),

wobei auch Zellen mit runder Form wie bei den PK der Hyalozyten sowie einzelne Zellen oder
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Zellgruppen, die an die hexagonale bis runde Form der RPE-Zellen erinnerten, zu sehen waren
(vgl. Abb. 3.5 a, d, £, g, h). Circa 20% der Zellen wiesen intrazytoplasmatisches braunes Pigment
auf (vgl. Abb. 3.5 c). Diese pigmenthaltigen Zellen unterschieden sich grundsétzlich
morphologisch nicht von den umliegenden Zellen. So fanden sich pigmentierte Zellen sporadisch
neben morphologisch gleichartigen nicht pigmentierten Zellen als auch Gruppen von fast
ausschlieBlich pigmentierten Zellen. Wie bereits erwihnt konnte kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen Pigmentgehalt und Morphologie der Zelle erkannt werden. Einige wenige Zellen fielen
durch einen im Vergleich zu den iibrigen Zellen groferen rundlich oval geformten Zellkorper auf
(vgl. Abb. 3.5 a, d, h). Oft fanden sich mehrere solcher Zellen nahe beieinander liegend.
Grundsétzlich dhnelte das ldngliche 'fibroblasten-artige’ Wachstum in groBen Teilen dem
Wachstum der Hyalozyten (vgl. Abb. 3.5 i). In der PK erinnerten bestimmte konfluente Areale
aber auch an das bei den Kulturen der RPE-Zellen beobachtete Wachstumsmuster mit runder
Zellform (vgl. Abb. 3.5 f).

Die Eigenschaften der Zellen entsprachen in den weiteren Passagen den in der PK beobachteten,
Zellmorphologie und Wachstumsmuster konnen fiir die Passagen 1 bis 3 gleichermal3en
beschrieben werden. Lediglich der Anteil der pigmenthaltigen Zellen nahm bereits in P1 deutlich
ab, in P3 war schlielich kein intrazytoplasmatisches Pigment mehr in den Zellen zu erkennen.
Nach wie vor waren im homogenen Zellrasen die bereits beschriebenen Einzelzellen mit grof3erem
Zellkorper zu sehen (vgl. Abb. 3.5 a, d, h).

Die Grafik 3.3 gibt einen Uberblick iiber die Kultivierungszeiten der porkinen Zellkulturen aus
dem CB-Epithel in den einzelnen Passagen bis zum konfluenten Wachstum. Die Abbildungen 3.5

a-1 zeigen den Wachstumsverlauf der porkinen Zellen des CB-Epithels.

Grafik 3.3 : Durchschnittliche Kultivierungszeiten in Tagen der
porkinen Zellen des Ziliarkorper-Epithels in den einzelnen Passagen
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Abb. 3.5: Wachstum der porkinen Zellen des Ziliarkérper-Epithels
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a) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): grofie Einzelzelle mit rund-ovalem Zellkorper,
umgeben von liinglichen Zellen (Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)

b) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): typisches Wachstumsmuster nach Adhésion
(Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)

¢) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): dichter Zellrasen liinglicher Zellen,
deutlich pigmenthaltig (Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)

d) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): Zellen wenige Stunden nach Priparation,
grofle, ovale Einzelzelle, pigmenthaltig, umgeben von léinglichen Zellen
(VergroBierung 10-fach, ohne Zoom)

e) Porkine Zellen des CB-Epithels (P2): dichtes Wachstum, léiingliche Einzelzellen
(Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)

f) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): dichtes Wachstum, runder Zellkérper

(Vergréfierung 20-fach, Zoom-Faktor 4,0)

g) Porkine Zellen des CB-Epithels (P1): dichtes Wachstum léinglicher Zellen,
Pigmentgehalt deutlich abnehmend (Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)

h) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): dichtes Wachstum léinglicher Zellen, grofie
Einzelzelle, kein intrazellulidres Pigment (Vergroflerung 20-fach, Zoom-Faktor 4,0)

i) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): konfluentes, léingliches Wachstum
(Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
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3.2 Immunhistochemische Markierungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen dargestellt. Nach
einer kurzen Erlduterung der fiir alle Markierungen giiltigen Resultate beziiglich der Qualitét der
Praparate nach Versuchsdurchfiihrung und der durchgefiihrten Positiv- und Negativkontrollen,

folgt die Darstellung der Ergebnisse der Préaparate in den Versuchsgruppen I und II.

3.2.1 Allgemeine Ergebnisse

3.2.1.1 Qualitét der Priparate

Nach Durchfiihrung der immunhistochemischen Markierungen wie unter 2.2.3.1.2 beschrieben lag
dieselbe Verteilung der Zellen wie vor dem Férbevorgang auf den Glasplittchen vor. Auch Form
und Grofe der Zellen waren unverdndert und durch die Farbung mit Mayer's Himatoxylin deutlich
zu erkennen, so dass man auf den Priparaten das typische Wachstum fiir den jeweiligen Zelltyp in
der entsprechenden Passage gut erkennen konnte.

Auch bei den Paraffinschnitten des Auges war das Gewebe durch die Farbung gut zu erkennen und
hatte durch den Vorgang der Immunmarkierung keine sichtbaren Schaddigungen oder
Verdnderungen erfahren. So liefen sich die Schnitte mit dem Ziliarkdrper und dem angrenzenden
Gewebe gut beurteilen.

Bei den auf Objekttriger gezogenen Glaskorpern waren durch die Farbung die Zellkorper der
Hyalozyten, die in besonders dichter Anordnung in der Aquatorialebene des GK angesiedelt sind,
deutlich zu sehen. Die GK-Matrix erschien zum groBten Teil farblos oder zeichnete sich durch eine

schwach blaue Anfarbung aus.

3.2.1.2 Positivkontrollen

Grundsitzlich wurden in der Versuchsgruppe 1 als Referenz zur Beurteilung der
Funktionsfahigkeit der Antikorper und zur Kontrolle der korrekten Durchfiihrung der Methodik
jeweils Positivkontrollen durchgefiihrt (siehe 2.2.4.1.1). Dazu wurden Paraffinschnitte humaner
Tonsillen mit den einzelnen Antikorpern inkubiert. Fiir die verwendeten Antikorper Anti-CD-68,
Anti-S-100 und Anti-S-100-A2 zeigte sich eine deutliche Markierung der Zellen auf den
Préparaten (vgl. Abb. 3.6 a-c).

In der Versuchsgruppe II stand keine Positivkontrolle zur Verfiigung, da es sich um die erstmalige
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Testung zweier eigens fiir unsere Versuche hergestellter Antikorper handelte.

Die Abbildungen 3.6 a-c zeigen die Positivkontrollen fiir die Antikdrper der Versuchsgruppe 1.

Abb. 3.6: Versuchsgruppe I: Positivkontrollen

a) Positivkontrolle: Humane Tonsille nach Inkubation mit Antikérper Anti-CD-68
(Vergrofierung 20-fach)

b) Positivkontrolle: Humane Tonsille nach Inkubation mit Antikérper Anti-S-100
(Vergrofierung 20-fach)

¢) Positivkontrolle: Humane Tonsille nach Inkubation mit Antikdrper Anti-S-100-A2
(Vergrofierung 20-fach)

3.2.1.3 Negativkontrollen

Bei allen in die Auswertung aufgenommenen Priparaten waren giiltige Negativkontrollen
vorhanden (siche 2.2.4.1.1). Bei diesen waren die Zellen und Gewebestrukturen durch die
Héamatoxylin-Fiarbung gut zu erkennen, wéhrend eine durch eine positive Reaktion mit einem

Antikorper entstandene rote Farbung an den Zellstrukturen nicht nachzuweisen war (vgl. Abb. 3.7
a, b).
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Abb. 3.7: Versuchsgruppe I und II: Negativkontrollen

a) b)

a) Negativkontrolle: Porkine Hyalozyten (P3) (Vergroferung 20-fach)
b) Negativkontrolle: Paraffinschnitt porkines Auge mit Ziliarkorper-Epithel (Vergrofierung 40-fach)

3.2.2 Versuchsgruppe I: Antikorper Anti-CD-68, Anti-S-100 und Anti-S-100-A2

Im Folgenden werden die Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen der unter 2.2.4.1.1
aufgelisteten Prdparate mit den Antikdrpern Anti-CD-68, Anti-S-100 und Anti-S-100-A2
dargestellt.

Die Tabellen 3.1 bis 3.4 zeigen die jeweiligen Ergebnisse fiir die porkinen und humanen

Zellkulturen und Gewebsschnitte der Versuchsgruppe I im Uberblick.

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Immunmarkierungen an den porkinen
Zellkulturen in Versuchsgruppe I

| Anti-CD-68 Anti-S-100 Anti-S-100-A2
Porkine Hyalozyten
PK -
P3 -
Porkine RPE-Zellen
PK - -
P3 - -
Porkine Zellen des CB-Epithels
PK -
P3 -
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Tabelle 3.2: Ergebnisse der Immunmarkierungen an den porkinen
Paraffinpriparaten in Versuchsgruppe |

Anti-CD-68 Anti-S-100 Anti-S-100-A2
Gewebsschnitte porkines Auge
CB-Epithel - - -
Hyalozyten - - -
Porkiner Glaskorper auf Objekttrager
Hyalozyten - - -

Tabelle 3.3: Ergebnisse der Immunmarkierungen an den humanen
Zellkulturen in Versuchsgruppe I

| Anti-CD-68 | Anti-S-100 | Anti-S-100-A2

Humane Hyalozyten P3

Durchgehend kultiviert

Aufgetaut

Humane RPE-Zellen P3

Durchgehend kultiviert

Aufgetaut

Tabelle 3.4: Ergebnisse der Immunmarkierungen an den humanen

Gewebsschnitten in Versuchsgruppe |

Anti-CD-68

Anti-S-100

Anti-S-100-A42

Gewebsschnitte humanes Auge

CB-Epithel |

3.2.2.1 Hyalozyten

3.2.2.1.1 Porkine Hyalozyten

Bei den porkinen Hyalozyten-Kulturen waren in Versuchsgruppe I bei Testung der Antikorper

Anti-S-100

und Anti-S-100-A2 eindeutig positive Markierungen nachzuweisen, wihrend sich bei

Verwendung des Antikorpers Anti-CD-68 keine Anfarbung der Zellen zeigte.

Bei Anwendung von Anti-S-100 zeigten sich fiir die Zellen aus PK und P3 jeweils Markierungen
Grad 1II (vgl. Abb. 3.8 a, b). Die Farbungen betrafen teils einzelne Zellen, teils groBBere Areale von

konfluent wachsenden Zellen. Der markierte Zelltypus unterschied sich in diesem Fall in Form und

Grofe nicht

von den nicht angefarbten Zellen.
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Bei den Immunmarkierungen mit Anti-S-100-A2 waren bei den Hyalozyten der PK Anfarbungen
Grad 1V, bei Zellen der P3 Markierungen Grad V zu sehen (vgl. Abb. 3.8 c, d). Die Verteilung
dieser markierten Zellen war gleichmiBig, ein Nebeneinander von unmarkierten und kriftig
markierten Zellen konnte beobachtet werden.

Verglichen mit den Markierungen der Hyalozyten mit dem Antikdrper Anti-S-100 war bei
Verwendung von Anti-S-100-A2 ein groBerer Anteil der Zellen angefédrbt und die Markierung fiel
auBerdem kriftiger aus.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den Immunmarkierungen mit dem Antikorper Anti-CD-68 an
den porkinen Hyalozyten weder in PK noch bei den Zellkulturen der P3 eine sichtbare Markierung
der Zellen.

Die Abbildungen 3.8 a-e zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an porkinen Hyaloyzten in

Versuchsgruppe 1.

Abb. 3.8: Versuchsgruppe 1: Zellkulturen porkine Hyalozyten
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a) Porkine Hyalozyten (PK): Mark. Grad II mit Antikérper Anti-S-100 (Vergrofierung 40-fach)

b) Porkine Hyalozyten (P3): Mark. Grad II mit Antikorper Anti-S-100 (VergroBBerung 20-fach)

¢) Porkine Hyalozyten (PK): Mark. Grad IV mit Antikorper Anti-S-100-A2 (VergroBlerung 20-fach)
d) Porkine Hyalozyten (P3): Mark. Grad V mit Antikorper Anti-S-100-A2 (VergroBlerung 20-fach)
e) Porkine Hyalozyten (P3): Keine Mark. mit Antikorper Anti-CD-68 (Vergrofierung 10-fach)

3.2.2.1.2 Porkiner Glaskorper mit Hyalozyten

Mit keinem der getesteten Antikdrper der Versuchsgruppe I gelang die Markierung der der GK-
Matrix anliegenden Hyalozyten (vgl. Abb. 3.9 a-c). Diese Ergebnisse bestétigten sich auch bei den
mit Hyaluronidase inkubierten Prdparaten (siehe 2.2.3.1.1). So wurden die Hyalozyten auf
porkinem GK fiir die Antikdrper Anti-CD-68, Anti-S-100 und Anti-S-100-A2 als negativ gewertet.
Die Abbildungen 3.9 a-c zeigen die Resultate der Immunmarkierungen der porkinen GK mit

Hyalozyten in Versuchsgruppe I.

Abb. 3.9: Versuchsgruppe I: porkiner Glaskorper mit Hyalozyten

a) b)
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9

a) Porkiner GK mit Hyalozyten: Keine Markierung mit Antikorper Anti-CD-68
(Vergrofierung 20-fach)

b) Porkiner GK mit Hyalozyten: Keine Markierung mit Antikérper Anti-S-100
(Vergrofierung 20-fach)

¢) Porkiner GK mit Hyalozyten: Keine Markierung mit Antikérper Anti-S-100-A2
(Vergrofierung 20-fach)

3.2.2.1.3 Humane Hyalozyten

In der Versuchsgruppe I lieBen sich an den humanen Hyalozyten nur bei Verwendung des
Antikorpers Anti-S-100 positive Reaktionen zeigen.

Hierbei muss erwihnt werden, dass sich fiir den Antikérper Anti-S-100 bei den einzelnen
Wiederholungsversuchen unterschiedliche Ergebnisse zeigten.

So fanden sich bei den ersten beiden Wiederholungsversuchen mit humanen Hyalozyten, die direkt
nach Priparation bis zur Passage 3 weiterkultiviert worden waren, Markierungen Grad IV (vgl.
Abb. 3.10 a, b). Es war eine regelmiBige Verteilung der gefiarbten Zellen auf den Priparaten
sichtbar. Der markierte Zelltypus unterschied sich dabei in Form und GréBe nicht von dem nicht
markierten.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen mussten die drei weiteren Wiederholungsversuche mit dem
Antikorper Anti-S-100, bei denen nach Praparation bei -80°C eingefrorene und hierauf aufgetaute
humane Hyalozyten verwendet worden waren, als negativ gewertet werden. Bei ansonsten
identischen Versuchsbedingungen wurden hier keine markierten Zellen auf den Objekttragern
gefunden (vgl. Abb. 3.10 c¢). Somit konnte nur fiir einen Teil der in den Versuchen verwendeten
humanen Hyalozyten die positive Markierung mit dem Antikorper Anti-S-100 gezeigt werden.

Bei der Durchfiihrung der Immunmarkierungen der humanen Hyalozytenkulturen mit dem
Antikorper Anti-CD-68 zeigten sich in allen Wiederholungsversuchen eindeutig negative

Ergebnisse. Keine der auf dem Préparat befindlichen Zellen zeigte eine rote Markierung.
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Fiir den Antikorper Anti-S-100-A2 bestdtigte sich — im Gegensatz zu den porkinen Zellkulturen,
die allesamt Markierungen mit Anti-S-100-A2 aufwiesen — bei den Wiederholungsversuchen fiir
die humanen Hyalozyten die fehlende Reaktivitdt mit diesem Antikorper. In diesen Versuchen
wurden ausschlieBlich aufgetaute Zellen verwendet.

Die Abbildungen 3.10 a-e zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an humanen Hyalozyten

in Versuchsgruppe L.

Abb. 3.10: Versuchsgruppe I: Zellkulturen humane Hyalozyten

a) b)

) d)
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e

a) Humane Hyalozyten (P3): Markierung Grad IV mit Antikorper Anti-S-100
(Vergrofierung 10-fach)

b) Humane Hyalozyten (P3): Markierung Grad IV mit Antikérper Anti-S-100
(VergroBierung 20-fach)

¢) Humane Hyalozyten (P3-aufgetaute Zellen): keine Markierung mit Antikérper
Anti-S-100 (Vergrofierung 10-fach)

d) Humane Hyalozyten (P3-aufgetaute Zellen): keine Markierung mit Antikorper
Anti-S-100-A2 (Vergrofierung 10-fach)

¢) Humane Hyalozyten (P3): keine Markierung mit Antikorper Anti-CD-68
(Vergrofierung 20-fach)

3.2.2.2 Zellen des retinalen Pigmentepithels

3.2.2.2.1 Porkine Zellen des retinalen Pigmentepithels

Die Zellen, die aus dem retinalen Pigmentepithel von Schweineaugen gewonnen worden waren
(siehe 2.2.1.3), zeigten Markierungen bei Testung des Antikorpers Anti-S-100-A2, wihrend keine
Reaktivitdt mit den Antikorpern Anti-CD-68 und Anti-S-100 gezeigt werden konnte.

Bei Verwendung des AK Anti-S-100-A2 waren beziiglich des Anteils der markierten Zellen auf
den Praparaten die Ergebnisse mit denen der Markierungen der porkinen Hyalozyten-Kulturen mit
diesem AK vergleichbar (siehe 3.2.2.1.1): es konnte bei den RPE-Zellen der PK eine Markierung
Grad IV beobachtet werden (vgl. Abb. 3.11 a), in der Passage 3 eine Markierung Grad V (vgl.
Abb. 3.11 b, ¢). Morphologisch waren keine Unterschiede zwischen den angefiarbten und nicht
angefarbten Zellen festzustellen. Die Verteilung der markierten Zellen war gleichméBig, die
Intensitdt der Anfdrbungen variierte leicht, wobei nicht angefirbte Zellen zwischen kréftig
markierten zu finden waren (vgl. Abb. 3.11 a).

Im Gegensatz zu den porkinen Hyalozyten-Kulturen zeigten die porkinen RPE-Zellen weder in PK

noch in P3 Reaktivitit mit dem AK Anti-S-100 (vgl. Abb. 3.11 d, e).
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Auch fiir den AK Anti-CD-68 konnten weder in PK noch in P3 Markierungen der porkinen Zellen
des RPE nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.11 f, g).
Die Abbildungen 3.11 a-g zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an porkinen RPE-Zellen

in Versuchsgruppe 1.

Abb. 3.11: Versuchsgruppe I: Kulturen porkine RPE-Zellen
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8

a) Porkine RPE-Zellen (PK): Markierung Grad IV mit Antikérper Anti-S-100-A2,
eindeutig markierte neben nicht markierten Zellen (Vergrofierung 40-fach)
b) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit Antikorper Anti-S-100-A2 (Vergr. 40-fach)
¢) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit Antikorper Anti-S-100-A2 (Vergr. 10-fach)
d) Porkine RPE-Zellen (PK): Keine Markierung mit Antikorper Anti-S-100 (Vergr. 40-fach)
e) Porkine RPE-Zellen (P3): Keine Markierung mit Antikérper Anti-S-100 (Vergr. 20-fach)
f) Porkine RPE-Zellen (PK): Keine Markierung mit Antikorper Anti-CD-68 (Vergr. 40-fach)
g) Porkine RPE-Zellen (P3): Keine Markierung mit Antikérper Anti-CD-68 (Vergr. 40-fach)

3.2.2.2.2 Humane Zellen des retinalen Pigmentepithels

Bei der immunhistochemischen Charakterisierung der humanen RPE-Zellen in Versuchsgruppe I
zeigten sich typische Besonderheiten.

Im Gegensatz zu den negativen Ergebnissen bei allen anderen porkinen und humanen Zellkulturen
sowie Paraffinschnitten in dieser Versuchsgruppe lieBen sich mit dem Antikorper Anti-CD-68 bei
diesen Zellen eindeutig positive Reaktionen nachweisen. Fast alle der auf dem Objekttriger
befindlichen RPE-Zellen wiesen bei Verwendung des AK Anti-CD-68 starke rote Markierungen
auf, entsprechend einer Markierung Grad V (vgl. Abb. 3.12 a). Dies galt sowohl fiir durchgehend
kultivierte als auch fiir aufgetaute RPE-Zellen.

Bei Testung des AK Anti-S-100 lieBen sich keine Markierungen der humanen RPE-Zellen zeigen
(vgl. Abb. 3.12'b).

Ebenfalls negative Ergebnisse zeigten sich bei allen Wiederholungsversuchen der humanen RPE-
Zellen mit dem AK Anti-S-100-A2 (vgl. Abb. 3.12¢). In diesen Versuchen wurden ausschliellich
aufgetaute Zellen verwendet.

Die Abbildungen 3.12 a-c zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an humanen RPE-Zellen

in Versuchsgruppe I.
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Abb. 3.12: Versuchsgruppe I: Kulturen humane RPE-Zellen
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a) Humane RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit Antikorper Anti-CD-68
(Vergrofierung 10-fach)

b) Humane RPE-Zellen (P3): Keine Markierung mit Antikérper Anti-S-100
(Vergrofierung 40-fach)

¢) Humane RPE-Zellen (P3-aufgetaute Zellen): Keine Markierung mit Antikérper
Anti-S-100-A2 (Vergrofierung 20-fach)

3.2.2.3 Zellen des Ziliarkorper-Epithels

3.2.2.3.1 Porkine Zellkulturen des Ziliarkorper-Epithels

Die Resultate der Immunmarkierungen mit den Zellen des CB-Epithels entsprachen im
Grundsétzlichen denen der porkinen Hyalozyten der Versuchsgruppe I: wihrend keine Reaktivitit
der Zellen mit dem AK Anti-CD-68 nachzuweisen war, konnten in allen Wiederholungsversuchen

positive Reaktionen mit den AK Anti-S-100 und Anti-S-100-A2 gezeigt werden.
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Beziiglich der Markierungen mit diesen Antikérpern zeigten sich individuelle Besonderheiten bei
den Zellen des CB-Epithels: so war bei Anwendung des AK Anti-S-100-A2 bei den Zellen in PK
und P3 eine Markierung Grad II zu beobachten. Dabei lieB3 sich — besonders deutlich bei den CB-
Epithel-Zellen der Passage 3 — ein Zusammenhang zwischen den markierten Zellen und deren
Auftreten sowie der Zellform feststellen. Es fiel auf, dass die gefarbten Zellen nicht gleichmaBig
auf dem Préparat verteilt waren, sondern diese Zellen zumeist in kleinen Gruppen vorlagen. Dabei
fanden sich immer eindeutig markierte neben nicht markierten Zellen (vgl. Abb. 3.13 a-d), es
handelte sich somit nicht um eine Ansammlung von ausschlieBlich markierten Zellen
nebeneinander. Vielmehr lieBen sich die markierten Zellen vermehrt in bestimmten Arealen finden
(vgl. Abb. 3.13 b).

Diese deutliche Ansammlung durch den AK Anti-S-100-A2 markierter Zellen war eine typische
Besonderheit bei den Zellen des CB-Epithels. Beziiglich des markierten Zelltypus fiel auf, dass es
sich bei den gefarbten Zellen zumeist nur selten um die ldnglichen 'fibroblasten-artigen' Zellen,
sondern zum grofiten Teil um die bei der Darstellung des Zellkulturverlaufs unter 3.1.3
beschriebenen groflen und zumeist einzeln vorkommenden Zellen handelte (vgl. Abb. 3.13 a-d). So
zeigten sich bei den Zellen des CB-Epithels positive Reaktionen mit dem AK Anti-S-100-A2 mit
einem vor allem in der Passage 3 fiir diese Zellen typischen Farbeverhalten.

Bei den Immunmarkierungen der Zellen des CB-Epithels mit dem Antikdrper Anti-S-100 war wie
bei den Resultaten der porkinen Hyalozyten bei Testung dieses Antikorpers der grofite Teil der
Zellen nicht angefarbt. Fiir CB-Epithel-Zellen der PK und P3 wurde eine Markierung Grad I mit
AK Anti-S-100 konstatiert (vgl. Abb. 3.13 e). Die markierten Zellen lagen zumeist einzeln oder in
kleineren Gruppen vor und unterschieden sich morphologisch nicht von den nicht markierten
Zellen.

Bei Verwendung des Antikdrpers Anti-CD-68 hingegen zeigten sich an den Zellen des CB-
Epithels weder in den PK noch bei den Zellen der P3 positive Reaktionen (vgl. Abb. 3.13 f).

Die Abbildungen 3.13 a-f zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an porkinen Zellen des

CB-Epithels in Versuchsgruppe 1.
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Abb. 3.13: Versuchsgruppe I: Kulturen porkine Zellen des Ziliarkorper-Epithels
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a) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): Markierung Grad II mit Antikorper Anti-S-100-A2,
eindeutig markierte neben nicht markierten Zellen
(Vergrofierung 20-fach)

b) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad II mit Antikérper Anti-S-100-A2,
typisches Verteilungsmuster der markierten Zellen
(VergroBierung 10-fach)

¢) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad II mit Antikérper Anti-S-100-A2,
typisches Verteilungsmuster der markierten Zellen
(VergroB3erung 20-fach)

d) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad II mit Antikérper Anti-S-100-A2,
eindeutig markierte neben nicht markierten Zellen
(Vergrofierung 40-fach)
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e) i)

¢) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad I mit Antikorper Anti-S-100
(Vergrofierung 20-fach)

f) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Keine Markierung mit Antikorper Anti-CD-68
(VergroBierung 20-fach)

3.2.2.3.2 Gewebsschnitte des porkinen Auges mit Ziliarkorper

Fiir die Zellen des Ziliarkorper-Epithels von pars plana und pars plicata konnten im Gegensatz zu
den Ergebnissen der porkinen Zellkulturen in dieser Versuchsgruppe mit allen drei getesteten
Antikorpern keine positiven Reaktionen nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.14 a-c). Diese
Ergebnisse bestétigten sich in allen Wiederholungsversuchen an den Paraffinschnitten.

Die Abbildungen 3.14 a-c zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an Gewebsschnitten des

porkinen Auges mit Ziliarkorper in Versuchsgruppe 1.

Abb. 3.14: Versuchsgruppe I: Gewebsschnitte porkines Auge mit Ziliarkorper
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a) Gewebsschnitt porkines Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikorper Anti-CD-68 (VergroBlerung 20-fach)

b) Gewebsschnitt porkines Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikorper Anti-S-100 (Vergrofierung 10-fach)

¢) Gewebsschnitt porkines Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikorper Anti-S-100-A2 (Vergroflerung 20-fach)

3.2.2.3.3 Gewebsschnitte des humanen Auges mit Ziliarkdrper

Bei den Immunmarkierungen an Paraffinschnitten der humanen Spenderaugen gelang mit dem
Antikorper Anti-S-100 die Markierung des nicht pigmentierten Epithels (NPE) des Ziliarkorpers.
Dabei war die Anfarbung der Zellen dieser Epithelschicht im Bereich von pars plana und pars
plicata gleichermaflen zu erkennen (vgl. Abb. 3.15 a, b).

Bei Verwendung des Antikorpers Anti-S-100-A2 zeigte sich keinerlei Anfarbung der Zellschichten
des CB-Epithels, weder im pigmentierten noch im nicht pigmentierten Epithel (vgl. Abb. 3.15 ¢).
Auch bei Anwendung des Antikorpers Anti-CD-68 waren auf den Gewebsschnitten der humanen
Bulbi keine markierten Zellen des CB-Epithels im Bereich der pars plana und pars plicata zu sehen
(vgl. Abb. 3.15 d).

Die Abbildungen 3.15 a-d zeigen die Resultate der Inmunmarkierungen an den Gewebsschnitten

des humanen Auges mit Ziliarkorper in Versuchsgruppe 1.
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Abb. 3.15: Versuchsgruppe I: Gewebsschnitte humanes Auge mit Ziliarkorper

a) Gewebsschnitt humanes Auge mit Ziliarkorper: deutliche Markierung der NPE-
Zellschicht des CB-Epithels im Bereich der pars plana
mit Antikorper Anti-S-100 (VergroBerung 20-fach)

b) Gewebsschnitt humanes Auge mit Ziliarkorper: deutliche Markierung der NPE-
Zellschicht des CB-Epithels im Bereich der pars plicata
mit Antikorper Anti-S-100 (Vergroflerung 20-fach)

¢) Gewebsschnitt humanes Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikorper Anti-S-100-A2 (Vergrofierung 40-fach)

d) Gewebsschnitt humanes Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikorper Anti-CD-68 (Vergrofierung 40-fach)
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3.2.3 Versuchsgruppe II: Antikdrper, hergestellt durch Immunisierung von Versuchstieren:
Antikorper Anti-H/PI und Anti-H/PIIL

Im Folgenden werden die Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen der unter 2.2.4.1.2
aufgelisteten Prdparate mit den eigens fiir diese Arbeit hergestellten polyklonalen Antikérpern
Anti-H/PI und Anti-H/PII (siehe 2.1.3.5) dargestellt.

Nachdem diese Antikorper bei unseren Experimenten erstmalig zum Einsatz kamen, erfolgt hier
eine moglichst genaue Beschreibung der Resultate der mit den Antikdrpern inkubierten Priparate
zur erstmaligen Charakterisierung und zum Vergleich der beiden Antikorper. Aufgrund dieser
Beobachtungen und durch den Vergleich mit den durchgefiihrten Negativkontrollen erfolgt dann
die Einordnung der Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen dieser Versuchsgruppe.
Die Tabellen 3.5 und 3.6 zeigen die jeweiligen Ergebnisse fiir die verwendeten Zellkulturen und

Gewebsschnitte im Uberblick.

Tabelle 3.5: Ergebnisse der Immunmarkierungen an den porkinen
Zellkulturen in Versuchsgruppe I1

Anti-H/PI Anti-H/PII

Hyalozyten
Primérkultur
Passage 3
RPE-Zellen
Primérkultur -
Passage 3
Zellen des CB-Epithels
Primérkultur
Passage 3

Tabelle 3.6: Ergebnisse der Immunmarkierungen an den porkinen
Paraffinpriparaten in Versuchsgruppe 11

Anti-H/PI Anti-H/PII

Gewebsschnitte Auge
CB-Epithel
Hyalozyten

Glaskorper auf Objekttrager
Hyalozyten
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3.2.3.1 Hyalozyten

3.2.3.1.1 Porkine Hyalozyten

Bei den mit dem Antikoérper Anti-H/PI durchgefiihrten Immunmarkierungen konnten positive
Reaktionen an den porkinen Hyalozyten sowohl in PK als auch in P3 nachgewiesen werden.

Fiir die Hyalozyten in PK bestdtigten sich in allen Wiederholungsversuchen mit den verschiedenen
Verdiinnungen folgende Ergebnisse: mit einer Markierung Grad V zeigte sich der grofte Teil der
Zellen auf dem Prdparat markiert (vgl. Abb. 3.16 a). Die Markierungen wirkten in bestimmten
Bereichen kriftiger, so dass hier die Zellen gleichméBig rot erschienen. Zwischen den verschieden
stark markierten Zellen und den nicht markierten gab es morphologisch keinerlei sichtbare
Unterschiede. Vielmehr schienen die jeweiligen unterschiedlich stark markierten Zellareale
flieBend ineinander iiberzugehen.

Bei den Zellen der P3 war der Anteil der markierten Hyalozyten auf dem Objekttrager mit Grad V
vergleichbar mit denen aus der PK (vgl. Abb. 3.16 b). Die Intensitit war wie bereits beschrieben
variabel.

Auch bei Anwendung des Antikorpers Anti-H/PII zeigten sich positive Reaktionen bei den
Hyalozyten in PK und P3. In Bezug auf die Intensitit der Farbung wies dieser Antikdrper noch
stairkere Reaktionen als der Antikdrper Anti-H/PI auf. In der PK waren nahezu alle Zellen auf dem
Objekttrager rot markiert, entsprechend einer Markierung Grad V (vgl. Abb. 3.16 c). Das
Féarbemuster entsprach dabei dem schon fiir den AK Anti-H/PI beschriebenen.

Auch bei den Zellen in P3 zeigte sich bei Testung des AK Anti-H/PII mit Grad V der Grofiteil der
Zellen auf den Objekttragern rot markiert (vgl. Abb. 3.16 d). Féarbeverhalten und -muster
verhielten sich wie fiir die Hyalozyten in PK beschrieben, wobei die wenigen nicht angefarbten
Zellen sich morphologisch nicht von den gefarbten Zellen unterschieden.

Die Abbildungen 3.16 a-d zeigen die Ergebnisse der Immunmarkierungen an porkinen Hyalozyten

in Versuchsgruppe II.
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Abb. 3.16: Versuchsgruppe I1: Zellkulturen porkine Hyalozyten

a) Porkine Hyalozyten (PK): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PI (Vergrofierung 20-fach)
b) Porkine Hyalozyten (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PI (Vergrofierung 20-fach)
¢) Porkine Hyalozyten (PK): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PII (VergroBerung 20-fach)
d) Porkine Hyalozyten (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PII (Vergroferung 40-fach)

3.2.3.1.2 Porkiner Glaskdrper mit Hyalozyten

Nach Durchfiihrung der immunhistochemischen Markierung zeigten sich die GK-Priparate auf
den Objekttragern wie bereits unter 3.2.1.1 dargestellt, der Grofiteil der GK-Matrix war blau-
violett gefarbt. Die Zellkorper der Hyalozyten waren durch die Hdmatoxylin-Farbung deutlich zu
erkennen. Auf allen GK-Préparaten waren zahlreiche Zellen zu sehen, die regelmifig auf dem
Objekttrager verteilt waren. Je nach Prdparation konnte man auch die dichte Anordnung der
Hyalozyten in der Aquatorialebene des GK beobachten.

Bei Verwendung beider Antikorper Anti-H/PI und Anti-H/PII lieBen sich eindeutig rot markierte

Hyalozyten nachweisen (vgl. Abb. 3.17 a-c). Es zeigte sich immer nur ein gewisser Anteil der
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Zellen angefarbt, entsprechend einer Markierung Grad II. Diese gefarbten Hyalozyten lagen dann
in Gruppen aneinander (vgl. Abb. 3.17 a). Beziiglich der Intensitdt der Markierung und dem Anteil
der angefarbten Zellen konnten keine Unterschiede zwischen den beiden Antikdrpern konstatiert

werden.

Die Abbildungen 3.17 a-c zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an porkinen Glaskorpern

mit Hyalozyten in Versuchsgruppe II.

Abb. 3.17: Versuchsgruppe II: Porkiner Glaskérper mit Hyalozyten
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a) Porkiner GK mit Hyalozyten: Markierung Grad II mit AK Anti-H/PI
(Vergrofierung 20-fach)

b) Porkiner GK mit Hyalozyten: deutliche Markierung der Zellen mit AK Anti-H/PI
(Vergrofierung 40-fach)

¢) Porkiner GK mit Hyalozyten: Markierung Grad II mit AK Anti-H/PII
(Vergrofierung 20-fach)



3. Ergebnisse 71

3.2.3.2 Porkine Zellen des retinalen Pigmentepithels

Bei den Immunmarkierungen der Versuchsgruppe II lieBen sich mit beiden Antikérpern an den
Zellen des RPE positive Reaktionen zeigen.

Bei Verwendung des AK Anti-H/PI war bei den Zellen der P3 eine Markierung Grad V zu sehen
(vgl. Abb. 3.18 b). Es lagen immer Areale markierter Zellen neben Arealen nicht markierter Zellen
vor, wobei keine morphologischen Unterschiede zwischen angefdarbten und nicht angeférbten
Zellen zu sehen waren.

Bei den Versuchen mit den PK der RPE-Zellen hingegen konnten bei Verwendung von Anti-H/PI
keine eindeutig positiven Reaktionen aufgezeigt werden. So waren an manchen Stellen rote
punktformige Markierungen zu sehen, die jedoch keinen konkreten Bezug zu bestimmten
Zellstrukturen hatten und deshalb eher als Artefakte denn als immunhistochemische Reaktion
betrachtet wurden. Die restlichen Zellen auf den Préparaten wiesen keinerlei erkennbar geférbte
Strukturen auf und wurden als negativ eingestuft (vgl. Abb. 3.18 a).

Bei den Immunmarkierungen mit dem AK Anti-H/PII zeigte sich an den RPE-Zellen wie schon bei
den Hyalozyten-Kulturen in dieser Versuchsgruppe verglichen mit dem AK Anti-H/PI eine
grundsitzlich stirkere Markierung beziiglich der Intensitdt. So waren bei den RPE-Zellkulturen der
P3 mit Grad V nahezu alle auf dem Objekttriager befindlichen Zellen rot gefarbt (vgl. Abb. 3.18 d).
Auch hier konnten die bereits unter 3.2.3.1.1 fiir diese AntikOrper beschriebenen typischen
Unterschiede in der Stirke der Markierung beobachtet werden.

Bei den RPE-Zellen in der PK hingegen waren solch starke Markierungen, wie bei den
Immunmarkierungen dieser Zellen aus P3 mit AK Anti-H/PII, nicht zu sehen. In allen
Wiederholungsversuchen zeigten sich bei Verwendung des AK Anti-H/PII nur wenige
beziehungsweise nur schwach markierte RPE-Zellen, entsprechend einer Markierung Grad 1. In
bestimmten Bereichen waren hellrote punktférmige Farbungen zu sehen, die sich jedoch nicht
eindeutig bestimmten Zellen zuordnen lieBen. Zusitzlich fanden sich Zellen, die eine helle rote
Markierung aufwiesen (vgl. Abb. 3.18 c¢). So zeigten sich verglichen mit den Negativkontrollen
eindeutig markierte Zellen.

Die Abbildungen 3.18 a-d zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an porkinen RPE-Zellen

in Versuchsgruppe II.



3. Ergebnisse 72

Abb. 3.18: Versuchsgruppe II: Kulturen porkine RPE-Zellen

a) Porkine RPE-Zellen (PK): Keine Markierung mit AK Anti-H/PI (VergroBierung 10-fach)
b) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PI (VergroBlerung 40-fach)
¢) Porkine RPE-Zellen (PK): Markierung Grad I mit AK Anti-H/PII (Vergréfierung 20-fach)
d) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PII (VergroBerung 40-fach)

3.2.3.3 Zellen des Ziliarkorper-Epithels

3.2.3.3.1 Porkine Zellkulturen des Ziliarkorper-Epithels

Auch bei den Immunmarkierungen an Zellen des CB-Epithels konnten fiir beide Antikdrper Anti-
H/PI und Anti-H/PII positive Reaktionen nachgewiesen werden.

Hierbei zeigte sich bei Verwendung des AK Anti-H/PI fiir die CB-Epithel-Zellen der P3 eine
Markierung Grad V (vgl. Abb. 3.19 b). Beziiglich Stirke und Verteilung der markierten Zellen
zeigten sich die bereits bei den Hyalozyten und RPE-Zellen in dieser Versuchsgruppe dargestellten
Charakteristika (siehe 3.2.3.1.1, 3.2.3.2).
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Von diesen Ergebnissen der Immunmarkierungen an Zellen des CB-Epithels der P3 mit AK Anti-
H/PI unterschieden sich die Ergebnisse der Zellen des CB-Epithels in PK. Hier zeigte sich vor
allem in den dicht bewachsenen Arealen keine Anfarbung der Zellen. So konnte insofern eine
morphologische Besonderheit der markierten Zellen festgestellt werden als dass es sich hierbei
zumeist um die einzeln vorliegenden handelte: bei den Zellen des CB-Epithels in PK konnte eine
Markierung Grad I mit dem AK Anti-H/PI nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.19 a).

Bei Testung des AK Anti-H/PII bestitigten sich auch bei den Zellen des CB-Epithels die,
verglichen mit dem AK Anti-H/PI bereits bei den Ergebnissen der Markierungen an RPE-Zellen
und Hyalozyten in dieser Versuchsgruppe beobachteten, stirkeren immunhistochemischen
Markierungen.

Bei allen Wiederholungsversuchen mit Zellen des CB-Epithels in P3 wurden Markierungen Grad
V konstatiert (vgl. Abb. 3.19 d). Die Intensitdt der Anfarbung war dabei variabel.

Auch fiir die CB-Epithel-Zellen in PK zeigten sich bei Verwendung des AK Anti-H/PII eindeutig
markierte Zellen (vgl. Abb. 3.19 c). Wie schon bei den Immunmarkierungen an den PK der CB-
Epithel-Zellen mit dem AK Anti-H/PI beobachtet, handelte es sich hierbei in erster Linie um die
einzeln vorliegenden Zellen. Es wurde eine Markierung Grad I festgestellt. Auch bei diesen
Priparaten fiel die Stirke der Markierung unterschiedlich aus, wobei sich auch hier eine klare
Tendenz zu folgendem Phidnomen zeigte: die Anfdarbung war bei den einzeln vorkommenden
Zellen stark ausgeprigt, wihrend sie in den Arealen des dichten Wachstums nicht sicher zu
erkennen war.

Die Abbildungen 3.19 a-d zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an porkinen Zellen des

CB-Epithels in Versuchsgruppe II.

Abb. 3.19: Versuchsgruppe II: Kulturen porkine Zellen des Ziliarkérper-Epithels
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a) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): Markierung Grad I mit AK Anti-H/PI
(Vergrofierung 10-fach)

b) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PI
(Vergrofierung 20-fach)

c¢) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): Markierung Grad I mit AK Anti-H/PII
(VergroB3erung 20-fach)

d) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PII
(Vergrofierung 20-fach)

3.2.3.3.2 Gewebsschnitte des porkinen Auges mit Ziliarkdrper

Bei beiden Antikérpern der Versuchsgruppe II zeigte sich in den durchgefiihrten
Wiederholungsversuchen eine eindeutige Markierung der Zellen im nicht pigmentierten Bereich
des CB-Epithels (NPE-Zellen).

Fraglich blieb eine eventuelle Anfiarbung der Zellen im Bereich des pigmentierten CB-Epithels. So
schienen in manchen Bereichen auflerhalb der pigmentierten Zellschicht rote Anfarbungen zu
sehen zu sein, die jedoch keine definitive Schlussfolgerung beziiglich einer positiven Reaktion der
pigmentierten Zellschichten erlaubten.

Bei den nicht pigmentierten CB-Zellen von pars plana und pars plicata war die Anfarbung
gleichermallen zu sehen (vgl. Abb. 3.20 a-d). Die bereits bei den Resultaten der
Immunmarkierungen an Zellkulturen in Versuchsgruppe II festgestellte Variabilitit der Anfarbung
wurde auch in den Versuchen mit den Paraffinschnitten bestitigt: die Markierungen der
betreffenden Zellen variierten gering in Starke und Intensitét. Falls sich auf den Priparaten noch
Reste des Glaskorpers mit einzeln vorliegenden Hyalozyten befanden, zeigten sich auch diese
markiert (vgl. Abb. 3.20 a, c, d). Im Gegensatz zu den festgestellten Unterschieden zwischen den
Antikdrpern Anti-H/PI und Anti-H/PII in Stirke und Qualitit der Markierungen bei den porkinen
Zellkulturen (siehe 3.2.3.1.1, 3.2.3.2, 3.2.3.3.1) lieBen sich an den Gewebsschnitten keine

signifikanten Unterschiede zwischen beiden Antikorpern feststellen. Fiir beide galt somit
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gleichermallen die eindeutige Anfarbung des nicht pigmentierten CB-Epithels von pars plana und
pars plicata sowie der angrenzenden Hyalozyten.
Die Abbildungen 3.20 a-d zeigen die Resultate der Immunmarkierungen an Gewebsschnitten des

porkinen Auges mit Ziliarkdrper in Versuchsgruppe II.

Abb. 3.20: Versuchsgruppe II: Gewebsschnitte porkines Auge mit Ziliarkorper

a) Gewebsschnitt porkines Auge mit CB: Markierung der NPE-Zellschicht (Bereich pars plana) und
der angrenzenden Hyalozyten mit AK Anti-H/PI (VergroBBerung 20-fach)

b) Gewebsschnitt porkines Auge mit CB: Markierung der NPE-Zellschicht (Bereich pars plicata) mit
AK Anti-H/PI (Vergrofierung 20-fach)

¢) Gewebsschnitt porkines Auge mit CB: Markierung der NPE-Zellschicht (Bereich pars plana) und
der angrenzenden Hyalozyten mit AK Anti-H/PII (Vergréfierung 40-fach)

d) Gewebsschnitt porkines Auge mit CB: Markierung der NPE-Zellschicht (Bereich pars plana) sowie
eines angrenzenden Hyalozyten mit AK Anti-H/PII (Vergroflerung 20-fach)
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3.3 Markierung der extrazelluliren Matrix mit Alcianblau-Farbstoffen

Im Folgenden werden die Resultate der mit den porkinen Zellkulturen durchgefiihrten Farbungen
mit den Alcianblau-Farbstoffen dargestellt.

Durch den bei allen Versuchen dieser Reihe wie unter 2.2.3.2.2 beschriebenen Farbevorgang mit
Kernechtrot zeigten sich die Zellen und Zellkerne deutlich rot angefarbt. Die Zellen waren sowohl
einzeln als auch in Arealen des dichteren Wachstums gut zu erkennen und zu beurteilen.

Deutlich blau angeférbte Strukturen dienten bei der Verwendung der beiden Alcianblau-Losungen
mit unterschiedlichen pH-Wert-Einstellungen jeweils als Nachweis fiir das Vorkommen von
sulfatierten Glykosaminoglykane (GAG) beim pH-Wert von 1,0 und der Kombination aus Sulfat-
und Carboxylgruppen in den GAG bei einer pH-Wert-Einstellung von 2,5. Bei allen Zellkulturen
wurden die Ergebnisse mit und ohne vorherige Inkubation mit dem Enzym Hyaluronidase (30
Minuten) miteinander verglichen (sieche 2.2.4.2.1).

Tabelle 3.7 stellt die Ergebnisse dieser Versuche im Uberblick dar.

Tabelle 3.7: Ergebnisse der Alcianblau-Farbungen an den porkinen Zellkulturen

pH 1,0 pH 2,5

Hyalozyten
ohne Hyaluronidase -
mit Hyaluronidase -

RPE-Zellen
ohne Hyaluronidase
mit Hyaluronidase

Zellen des CB-Epithels
ohne Hyaluronidase
mit Hyaluronidase -

3.3.1 Porkine Hyalozyten

3.3.1.1 Resultate ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung

Bei den Hyalozyten-Kulturen in P3 zeigten sich bei Verwendung der beiden Ldsungen mit
unterschiedlicher pH-Wert-Einstellung folgende Ergebnisse:
Bei den Versuchen, bei denen die auf einen pH-Wert von 1,0 eingestellte Losung verwendet

worden war, fanden sich keine eindeutig blau markierten interzelluldren Strukturen (vgl. Abb.3.21a).
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Im Gegensatz dazu lieen sich bei der Verwendung der Alcianblau-Losung mit dem pH-Wert von
2,5 in allen Wiederholungsversuchen eindeutig blau markierte Strukturen zwischen den Zellen
erkennen (vgl. Abb. 3.21 b). In Gebieten mit weniger dichtem Wachstum zeigte sich vor allem im
duBeren Bereich der Zelle beziehungsweise um die Einzelzelle herum die blaue Anfirbung, und
auch in den Arealen des konfluenten Wachstums war in regelméBiger Verteilung zwischen den
Zellen blau angefirbte Matrix sichtbar. Vor allem aber im Bereich des dichten Zellwachstums
zeigte sich eine starke Anhdufung der blau geférbten extrazelluldren Strukturen (vgl. Abb. 3.21 c).

Die Abbildungen 3.21 a-c zeigen die Resultate der Alcianblau-Fiarbungen an porkinen Hyalozten

ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung.

Abb. 3.21: Alcianblau-Firbungen ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine Hyalozyten

a) b)

Y

a) Porkine Hyalozyten (P3): kein Nachweis extrazelluléirer Matrix bei pH-Wert 1,0
(VergroBierung 10-fach)

b) Porkine Hyalozyten (P3): Markierung der extrazelluliiren Matrix bei pH-Wert 2,5
(Vergrofierung 10-fach)

¢) Porkine Hyalozyten (P3): deutliche Markierung der extrazelluliiren Matrix im Bereich
des dichten Zellwachstums bei pH-Wert 2,5 (Vergrofierung 10-fach)
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3.3.1.2 Resultate mit Hyaluronidase-Vorbehandlung

Die 30-miniitige Einwirkung des Enzyms Hyaluronidase vor Durchfiihrung der Alcianblau-
Féarbungen verinderte das Bild des Hyalozyten-Zellrasens deutlich. So 16sten sich die Zellen in
groflen Bereichen des Glasplattchens ab, so dass nur noch circa 10-20% der vorher auf dem
Pléttchen befindlichen Zellen zu sehen waren. Diese lagen vor allem in den Randbereichen und
zeigten deutliche morphologische Verdnderungen: die Zellkorper der Hyalozyten waren stark
komprimiert und allesamt auf eine kugelige Form zusammengeschrumpft (vgl. Abb. 3.22 a, b).
Beziiglich des Nachweises blau gefarbter extrazelluldrer Substanzen bestétigten sich die schon
unter 3.3.1.1 beobachteten Resultate. Es konnte mit der Losung der pH-Wert Einstellung 1,0 keine
eindeutig angefdrbte Matrix nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.22 a).

Bei Anwendung der Losung mit dem pH-Wert 2,5 konnten deutlich blau gefirbte Strukturen
zwischen den Zellen beobachtet werden. Verglichen mit den nicht enzymatisch vorbehandelten
Priparaten fiel die Menge dieser Strukturen jedoch geringer aus (vgl. Abb. 3.22 b). So bestétigte
sich auch in allen Wiederholungsversuchen mit Hyaluronidase-Vorbehandlung der eindeutige
Nachweis blau angeférbter extrazelluldrer Substanzen fiir die Alcianblau-Losung mit einer pH-
Wert-Einstellung von 2,5.

Die Abbildungen 3.22 a und b zeigen die Resultate der Alcianblau-Fiarbungen an porkinen
Hyalozyten mit Hyaluronidase-Vorbehandlung.

Abb. 3.22: Alcianblau-Fiarbungen mit Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine Hyalozyten

a) b)

a) Porkine Hyalozyten (P3): kein Nachweis extrazellulirer Matrix bei pH-Wert 1,0,
deutliche Verinderung der Zellmorphologie durch enzymatische Vorbehandlung
(Vergrofierung 10-fach)

b) Porkine Hyalozyten (P3): Nachweis extrazellulirer Matrix bei pH-Wert 2,5,
Verinderung der Zellmorphologie durch enzymatische Vorbehandlung (Vergrofierung 10-fach)
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3.3.2 Porkine Zellen des retinalen Pigmentepithels

3.3.2.1 Resultate ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung

Im Gegensatz zu den entsprechenden Versuchen an porkinen Hyalozyten, bei denen nur mit der
Alcianblau-Losung mit dem pH-Wert 2,5 extrazelluldre Matrix (ECM) detektiert werden konnte,
lie3 sich bei den RPE-Zellen die deutliche Anfarbung von ECM bei Losungen beider pH-Wert-
Einstellungen zeigen.

Die blauen Anfarbungen bei der Alcianblau-Losung mit pH-Wert 1,0 waren vermehrt in den
Gebieten des dichten Zellwachstums zu sehen (vgl. Abb. 3.23 b). Hier fanden sich zumeist
mehrere kriftig blau gefarbte Ansammlungen inmitten des Zellrasens. Aber auch in den Bereichen
des weniger dichten Wachstums konnte man eindeutig die blau gefirbte extrazellulire Matrix
zwischen den Zellen erkennen (vgl. Abb. 3.23 a).

Fir die Alcianblau-Losung mit dem pH-Wert von 2,5 fanden sich bei den RPE-Zellen
vergleichbare Resultate: der Nachweis der blau angefarbten Strukturen sowohl in den Arealen des
dichten Zellwachstums (vgl. Abb. 3.23 d) als auch zwischen den weniger dicht wachsenden Zellen
(vgl. Abb. 3.23 c) bestitigte sich in allen Wiederholungsversuchen.

Diese Markierungen entsprachen sowohl in Intensitit der Féarbung als auch in Menge und
Verteilung der angefiarbten ECM den in den RPE-Kulturen mit der Losung mit pH-Wert 1,0
beobachteten.

Die Abbildungen 3.23 a-d zeigen die Resultate der Alcianblau-Férbungen an porkinen RPE-Zellen

ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung.

Abb. 3.23: Alcianblau-Féarbungen ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine RPE-Zellen
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¢ d)

a) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung der extrazelluldrer Matrix bei pH-Wert 1,0
(Vergrofierung 10-fach)
b) Porkine RPE-Zellen (P3): deutliche Markierung der extrazelluliren Matrix
im Bereich des dichten Zellwachstums bei pH-Wert 1,0 (Vergrolerung 20-fach)
c¢) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung der extrazellulirer Matrix bei pH-Wert 2,5
(VergroBierung 10-fach)
d) Porkine RPE-Zellen (P3): deutliche Markierung der extrazelluliiren Matrix
im Bereich des dichten Zellwachstums bei pH-Wert 2,5 (Vergrofierung 20-fach)

3.3.2.2 Resultate mit Hyaluronidase-Vorbehandlung

Bei den Priparaten, bei denen vor Durchfiihrung der Farbung mit Alcianblau-Farbstoffen die 30-
miniitige Inkubation mit Hyaluronidase erfolgt war, zeigte sich eine Reduzierung der Anzahl der
RPE-Zellen auf dem Glaspléttchen auf circa 10-20%. Zusétzlich waren durch die Vorbehandlung
mit dem Enzym Verdnderungen beziiglich der Zellmorphologie zu sehen, die einzelnen RPE-
Zellen waren durch das Enzym deutlich komprimiert (vgl. Abb. 3.24 a, b).

Bei Anwendung der Alcianblau-Losungen beider pH-Wert-Einstellungen fand sich analog zu den
Versuchen ohne vorherige Behandlung mit dem Enzym Hyaluronidase blau gefirbte ECM. Diese
war regelméBig verteilt zwischen den Zellen zu finden beziehungsweise lag diesen an (vgl. Abb.
3.24 a, b). Die intensivsten Anfarbungen fanden sich auch hier in den Arealen des dichtesten
Zellautkommens. Die unter 3.3.2.1 dargestellten extrazelluldren Markierungen lieBen sich somit
auch fir die Priparate mit enzymatischer Vorbehandlung bestdtigen, wobei die Menge der
angefédrbten Substanzen entsprechend geringer ausfiel.

Die Abbildungen 3.24 a und b zeigen die Resultate der Alcianblau-Fiarbungen an porkinen RPE-

Zellen mit Hyaluronidase-Vorbehandlung.
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Abb. 3.24: Alcianblau-Farbungen mit Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine RPE-Zellen

4

@)

a) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung der extrazelluliren Matrix bei pH-Wert 1,0,
deutliche Verinderung der Zellmorphologie durch enzymatische Vorbehandlung
(VergroBlerung 10-fach)

b) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung der extrazelluliren Matrix bei pH-Wert 2,5,
deutliche Verinderung der Zellmorphologie durch enzymatische Vorbehandlung
(Vergrofierung 20-fach)

3.3.3 Porkine Zellen des Ziliarkdrper-Epithels

3.3.3.1 Resultate ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung

Auch bei den Zellkulturen des CB-Epithels liefen sich blau angefirbte extrazelluldre Strukturen
mit den Alcianblau-Farbstoffen beider pH-Wert-Einstellungen nachweisen. Das Verteilungsmuster
mit besonders starker Ansammlung der ECM in Arealen des dichten Wachstums entsprach den
bereits beschriebenen Markierungen der ECM bei den Hyalozyten- und RPE-Zellkulturen dieser
Versuchsgruppe. Jedoch lieBen sich beziiglich der Menge der markierten Strukturen Unterschiede
zu den beiden anderen porkinen Zelltypen feststellen:

Die Menge der auf den Priparaten erkennbaren blau angefarbten Matrix bei Verwendung der
Alcianblau-Lésung mit pH-Wert 1,0 war bei den Zellen des CB-Epithels im mikroskopischen
Vergleich mit den entsprechenden RPE-Zellkulturen geringer. Zwar lieBen sich auch hier in
regelméBiger Verteilung blau gefirbte Strukturen zwischen den Zellen beobachten (vgl. Abb. 3.25
a), jedoch waren diese in Arealen des weniger dichten Zellwachstums nur sehr sparlich vorhanden.
Auch in Gebieten des dichten Zellwachstums wirkte die blaue Markierung tendenziell schwicher.
Trotzdem konnte in allen Wiederholungsversuchen eine — im Vergleich mit den Resultaten der

entsprechenden Versuche mit RPE-Zellen schwiéchere — eindeutige Markierung der ECM erkannt
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werden.

Das eben beschriebene Phinomen galt ebenfalls fiir die Ergebnisse der Farbungen an Zellen des
CB-Epithels mit der Alcianblau-Lésung mit pH-Wert 2,5. Auch hier war der Nachweis von blau
angefarbter ECM eindeutig (vgl. Abb. 3.25 b). Jedoch fiel die Menge der detektierten ECM
geringer aus als dies bei den Versuchen der Alcianblau-Markierungen des pH-Werts 2,5 bei den
Hyalozyten und RPE-Zellen beobachtet werden konnte (vgl. Abb. 3.21 b, ¢, 3.23 a-d). Im direkten
mikroskopischen Vergleich lie sich in den Zellkulturen des CB-Epithels bei Anwendung der
Losung mit pH-Wert 2,5 mehr blau angefarbte ECM als bei den Versuchen unter Verwendung der
Losung mit pH-Wert 1,0 finden.

Die Abbildungen 3.25 a und b zeigen die Resultate der Alcianblau-Fiarbungen an porkinen Zellen
des CB-Epithels ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung.

Abb. 3.25: Alcianblau-Féarbungen ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine Zellen des
Ziliarkorper-Epithels

a) b)

a) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung geringer Mengen an
extrazellulirer Matrix bei pH-Wert 1,0 (Vergrofierung 10-fach)

b) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung geringer Mengen an
extrazellulirer Matrix bei pH-Wert 2,5 (Vergrofierung 10-fach)

3.3.3.2 Resultate mit Hyaluronidase-Vorbehandlung

Auch bei den Zellen des CB-Epithels fiel die Verdnderung der Zellmorpholgie durch die
enzymatische Vorbehandlung mit Hyaluronidase auf. Die Zellen zeigten sich kugelig kompensiert
(vgl. Abb. 3.26 a, b), des Weiteren lieB sich auch hier die Ablosung eines GrofBteils des Priaparates

feststellen.



3. Ergebnisse 83

Beziiglich des Nachweises von ECM unterschieden sich die Resultate von denen ohne vorherige
Hyaluronidase-Vorbehandlung. Bei beiden Losungen mit den verschiedenen pH-Wert-
Einstellungen fiihrte, wie bereits bei den Versuchen mit den Hyalozyten und RPE-Zellen
beobachtet (siehe 3.3.1.2, 3.3.2.2), die Wirkung des Enzyms zu einer Reduktion der nachweisbaren
Menge extrazelluldrer Substanzen.

Bei der Losung mit der pH-Wert-Einstellung von 1,0 hatte dies bei den CB-Epithel-Kulturen zur
Folge, dass sich keine eindeutig blau markierte Matrix mehr erkennen lie (vgl. Abb. 3.26 a).

Bei der Losung mit dem pH-Wert von 2,5 hingegen war bei diesen Zellen auch nach dem
enzymatischen Verdau noch eindeutig blau angefarbte Matrix zu sehen, die verglichen mit den
nicht mit dem Enzym vorbehandelten Priparaten geringer ausfiel (vgl. Abb. 3.26 b).

So hatte die Hyaluronidase-Vorbehandlung zur Folge, dass bei den Zellkulturen des CB-Epithels
der Nachweis von sulfatierten extrazelluldren Substanzen durch die Alcianblau-Losung mit pH-
Wert 1,0 nicht mehr moglich war, wahrend sich mit der Losung mit pH-Wert-Einstellung von 2,5
noch ECM in geringen Mengen darstellen lieen.

Die Abbildungen 3.26 a und b zeigen die Resultate der Alcianblau-Fiarbungen an porkinen Zellen
des CB-Epithels mit Hyaluronidase-Vorbehandlung.

Abb. 3.26: Alcianblau-Féarbungen mit Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine Zellen des
Ziliarkorper-Epithels

a)

a) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Kein Nachweis von extrazellulidrer Matrix
bei pH-Wert 1,0 nach enzymatischer Vorbehandlung,
deutliche Verinderung der Zellmorphologie (Vergroflerung 10-fach)

b) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung geringer Mengen an extrazelluldrer
Matrix bei pH-Wert 2,5, deutliche Verinderung der Zellmorphologie durch
enzymatische Vorbehandlung (Vergrofierung 20-fach)
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4. Diskussion

4.1 Zellkulturverlauf

Da das Wachstum und die morphologischen Charakteristika der von uns untersuchten
Zelltypen sowie deren typische Verdnderungen im Verlauf einen wichtigen Teil der
Charakterisierung der jeweiligen Zellen darstellen, sollen diese im Folgenden diskutiert und

mit Ergebnissen anderer wissenschaftlicher Arbeiten verglichen werden.

4.1.1 Porkine und humane Hyalozyten

Wie unter 3.1.1.1 beschrieben, vollzogen sich in unseren Experimenten bei den porkinen
Hyalozyten bereits zu Beginn der Kultivierung morphologische Verdnderungen (vgl. Abb.
3.1a,b).

Veranderungen der Hyalozyten im Wachstumsverlauf und unterschiedliche morphologische

Gestalt der Zellen wurden fiir verschiedene Spezies von anderen Autoren beschrieben.?® 3% "

68,99
In den folgenden Passagen nahmen die porkinen Zellen in unseren Versuchen rasch das
'fibroblasten-artige' Aussehen an. Wie unter 3.1.1.2 dargestellt, konnte diese Morphologie
auch bei den humanen Hyalozyten der P3 beobachtet werden (vgl. Abb. 3.2 a). Die
Kultivierungszeiten der porkinen Hyalozyten im weiteren Wachstumsverlauf ab der P1 waren
im Vergleich mit den PK wesentlich kiirzer, wie dies auch bei den Kulturen der RPE-Zellen
und den Zellen des CB-Epithels beobachtet wurde (vgl. Grafiken 3.1, 3.2, 3.3).

Die von uns mikroskopisch beobachteten intrazelluliren Granula (vgl. Abb. 3.1 c¢) werden in
zahlreichen Arbeiten beschrieben,'#3! 3357 6% 7

Besonders ausfiihrlich wurde das Wachstum von Hyalozyten in Zellkultur in den Arbeiten
von Frangois et al. dargestellt.**-* In diesen Experimenten erfolgte das Wachstum der Zellen
jedoch vom GK ausgehend auf den Boden der Zellkulturflaschen. Diese Art der Kultivierung
der Hyalozyten wurde 2007 auch von Nishitsuka et al. beschrieben

Frangois et al. **~** konstatierten die Formveranderung der Zellen in die 'Fibroblasten-Form'
nach Kontakt mit dem Flaschenboden, wie dies auch in unseren Versuchen beobachtet
werden konnte (vgl. Abb. 3.1 b, 3.2 a). Die Trypsinierung der Zellen in PK war in den

Versuchen von Frangois et al. bereits nach 4-8 Tagen mdglich, unter unseren

Versuchsbedingungen zeigte sich mit durchschnittlich knapp 29 Tagen eine ldngere
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Kultivierungszeit bis zum konfluenten Wachstum (vgl. Grafik 3.1). Ein Grund hierfiir konnte
neben unterschiedlichen Kulturbedingungen in der Préparationsmethode liegen: die von uns
wie unter 2.2.1.1 beschrieben durchgefiihrte Priparation der Hyalozyten hat bei geringerer
Anzahl an Zellen zu Beginn der Kultivierung eine sehr hohe Spezifitit.

Die, wie unter 3.1.1.1 und 3.1.1.2 beschrieben, nahezu unverdnderte 'fibroblasten-artige'
Morphologie der Hyalozyten mit ldnglichen Zellkdrpern im weiteren Kulturverlauf (vgl. Abb.
3.1b, 3.2 a) schilderten auch Francois et al. fiir ihre Hyalozyten-Subkulturen.® -

In unseren Versuchen konnten bei den Hyalozyten-Kulturen Unterschiede beim Wachstum
auf Glasplattchen und auf Plastik-Untergrund festgestellt werden. Im Gegensatz zu den RPE-
Zellen und Zellen des CB-Epithels, bei denen sich diesbeziiglich keinerlei Unterschiede
zeigten, konnte fiir die Hyalozyten ein regeres Wachstum auf dem Boden der
Zellkulturflaschen festgestellt werden (siehe 3.1.1.1).

Wie fiir Zellen des mononukledren Systems typisch, wird fiir Hyalozyten die Adhdrenz
sowohl auf Plastik als auch auf Glas beschrieben. "

Grundsitzlich stiitzen unsere Beobachtungen bei der Kultivierung der Hyalozyten die Theorie
einer Formverdanderung der Zellen im Verlauf des Wachstums, wie sie auch von Frangois et
al. beschrieben wird.”® - ** Somit ist davon auszugehen, dass ein und dieselbe Zelle ihre
Morphologie entsprechend verdndert, die Hyalozyten demnach in der runden (vgl. Abb. 3.1
a) oder 'fibroblasten-artigen' Form (vgl. Abb. 3.1 b, 3.2 a) auftreten konnen.

Unsere Beobachtungen der Morphologie der Hyalozyten im Zellkulturverlauf zeigten
keinerlei Hinweise dafiir, dass es sich bei den von uns vom Cortex des Glaskdrpers
préaparierten Zellen um zwei verschiedene Zelltypen, Hyalozyten und Fibroblasten, handelte,
wie dies von anderen Autoren beschrieben wurde.®

Die im Zellkulturverlauf in unseren Versuchen dargestellte Formverdnderung der Hyalozyten
in die 'fibroblasten-artige' Form wird auch bei pathophysiologischen Prozessen am Auge
vermutet: so kommt es bei der proliferativen Vitreoretinopathie (PVR) zu einer
unkontrollierten Zellproliferation zu beiden Seiten der Retina im Glaskdrperraum. Die hierbei
gebildeten periretinalen Membranen haben auch eine fibroblastische Komponente. Der
exakte Ursprung dieser Zellen ist nicht bekannt, aber man nimmt an, dass 'fibroblasten-artige'
Zellen unter anderem durch Metaplasie aus Hyalozyten entstehen konnen.*- %> 7!

Nach der in unseren Versuchen beobachteten Formverdnderung der Hyalozyten in den
einzelnen Passagen konnten wir mikroskopisch keine weiteren morphologischen

Verdnderungen der Zellen feststellen. Dies entspricht den Beobachtungen anderer Arbeiten,

in denen eine Kultivierung der Hyalozyten jeweils immer {iber die Passage 3 hinaus
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durchgefiihrt wurde, und hierbei weder in der biologischen oder metabolischen Aktivitit ** >

32, 33, 69

noch beziiglich der Morphologie weitere Unterschiede in den einzelnen Passagen

festgestellt werden konnten.

4.1.2 Porkine und humane Zellen des retinalen Pigmentepithels

Das von uns, wie unter 3.1.2.1 dargestellt, beobachtete polygonale 'pflasterstein-artige'
Wachstum der porkinen RPE-Zellen (vgl. Abb. 3.3 a) wird auch von anderen Autoren fiir
Zellen des RPE in Kultur beschrieben, '’ #9101

Im weiteren Wachstumsverlauf traten in unseren Zellkulturen phinotypische Verdnderungen
der porkinen RPE-Zellen mit ldnglicher Morphologie auf, die im Verlauf zum dominierenden
Zelltypus wurden (vgl. Abb. 3.3 d). Auch bei den humanen RPE-Zellen der P3 war, wie unter
3.1.2.2 beschrieben, die ldngliche Zellform zu beobachten (vgl. Abb. 3.4 a, b).
Morphologische Verdnderungen beim Wachstum der RPE-Zellen in Kultur werden in
vorhergehenden Arbeiten bestétigt.

So schildern zahlreiche Autoren Anderungen der Morphologie der RPE-Zellen, wenn diese
von ihrer natiirlichen Umgebung entfernt wachsen:

in ihren Arbeiten stellten Aronson et al. und Edwards et al. bei der Kultivierung humaner
RPE-Zellen in spiteren Passagen ein 'lingliches' Wachstum der Zellen fest.***

Die Arbeitsgruppen von Vidaurri-Leal et al. und Zhu et al. bezeichnen die Formverdnderung
der RPE-Zellen — nach Kontakt mit GK-Matrix — als 'fibrozyten-artig'.'”" '® Auch Vinores et
al. beschreiben die phénotypische Plastizitit der RPE-Zellen bei pathophysiologischen
Vorgingen.'”

Diese Verdanderung der Morphologie der Zellen des RPE wird bei zahlreichen
pathophysiologischen Vorgéngen am Auge, wie der Bildung von epiretinalen Membranen bei
der proliferativen Vitreoretinopathie, geschildert. Trotz der gesicherten Beteiligung der RPE-
Zellen an der Bildung der Membranen ist eine genaue Identifizierung wegen der
Verinderungen der Zellmorphologie hiufig sehr schwierig.*"- 47192

Der in unseren Versuchen zu Beginn der Kultivierung konstatierte Pigmentgehalt der RPE-
Zellen (vgl. Abb. 3.3 a, b) wird von Campochiaro et al. lediglich in sehr friihen Passagen als
wichtiges Charakteristikum dieser Zellen beschrieben.'” In unseren Versuchen nahm der
sichtbare Gehalt von Melanin-Granula bei porkinen und humanen Zellkulturen in den
hoheren Passagen deutlich ab (vgl. Abb. 3.3 d, 3.4 b). Auch Edwards et al. konnten in ihren

Versuchen ab der 5. Passage kein Pigment mehr in den RPE-Zellen feststellen **.
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Der in unseren Versuchen festgestellte zeitliche Verlauf bis zum konfluenten Wachstum der
RPE-Zellen (vgl. Grafik 3.2) ist mit Beobachtungen anderer Arbeiten vergleichbar:

Stramm et al. beschreiben in ihren Versuchen mit RPE-Zellen aus Katzenaugen das Erreichen
des konfluenten Wachstums nach etwa 7 Tagen, die weitere Verarbeitung der Zellen erfolgte
nach 2 - 4 Wochen.”” Auch Edwards et al. konstatieren in ihrer Arbeit das konfluente
Wachstum der PK der humanen RPE-Zellen nach 3 - 7 Tagen, die Subkulturen erreichten
das konfluente Wachstum nach 2 - 4 Wochen.*

4.1.3 Porkine Zellen des Ziliarkorper-Epithels

Einige Autoren berichten iiber schwierige Kulturbedingungen fiir die nicht pigmentierten
Zellen des CB-Epithels (NPE-Zellen) bei Verwendung eines Mediums, welches fetales
Rinderserum (FBS) enthélt. So sei in diesen Féllen die Proliferation der pigmentierten Zellen
stiarker als die der nicht pigmentierten Zellen.”” ** *”- ° Deshalb werden in diesen Arbeiten
spezielle Wachstumsbedingungen fiir Zellen des NPE beschrieben.?* 2%

Hingegen beschreiben Runyan et al. die Kultivierung von CB-Epithel-Zellen unter unseren
Versuchen entsprechenden Bedingungen mit Verwendung eines Rinderserum-haltigen
Mediums mit konstatiertem Wachstum sowohl der PE- als auch der NPE-Zellen.”” Auch
Smyth et al. beschreiben das Wachstum von NPE-Zellen von Kaninchen unter Verwendung
eines Mediums, das 20% FBS enthédlt, wobei hier zusitzlich noch 'GK-Extrakt'
beziehungsweise Medium, das zuvor von PE-Zellen 'konditioniert' wurde, hinzugegeben
worden war.*

Die Arbeitsgruppe von Johnson et al. verwendete fiir ihre in vitro Kulturen des CB-Epithels
Medium, das nur 1% fetales Rinderserum enthélt.*®

Von Yamashita und Sears wird bei in vivo Versuchen eine ausgeprigtere
Regenerationsfihigkeit sowie eine verstirkte DNA-Synthese fiir die NPE-Zellschicht im
Vergleich mit der PE-Schicht beschrieben.'®

Wie unter 3.1.3 dargestellt, zeigten auch die von uns aus dem Ziliarkorper-Epithel
préaparierten Zellen unter den gegebenen Kulturbedingungen reges Wachstum. Grundsétzlich
war in den Primdrkulturen vom hauptsidchlichen Vorliegen von pigmentierten und nicht
pigmentierten =~ CB-Epithel-Zellen  auszugehen. Jedoch  konnte  aufgrund  der
Préaparationsmethode (siehe 2.2.1.2) das Vorhandensein eines geringen Anteils an Stroma-

Zellen nicht ausgeschlossen werden.
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Die morphologisch verschiedenartigen Zellen in unseren Kulturen (vgl. Abb. 3.5 a-i)
bestitigten das Vorhandensein von Mischkulturen. Zwar wies ein gewisser Anteil der Zellen
deutlich sichtbares Pigment auf (vgl. Abb. 3.5 ¢, d), eine weitere Unterscheidung zwischen
den Zellen war jedoch nicht moglich.

Die Zellform sowohl der PE- als auch der NPE-Zellen wird von Kitada et al. und Smyth et al.
als hexagonal beschrieben. " *

Die Arbeitsgruppe von Runyan et al. stellt bei ihren Beobachtungen des Wachstumsverlaufs
der Zellen des CB-Epithels fest, dass die Zellen in Bezug auf Grofe, Form und Pigmentgehalt
variieren. Nach dem Passagieren beschreiben die Autoren die Zellen als 'spindel-formig',
nach Adhérenz zeigen die Zellen Tendenz zur VergroBerung und linglichem Wachstum.”
Auch Kondo et al. berichten iiber die Variabilitit der PE-Zellen in Kultur beziiglich Zellform
und Grofle.”

Wie unter 3.1.3 dargestellt, konnten auch wir in unseren Versuchen diese morphologische
Vielfalt der Zellen des CB-Epithels darstellen (vgl. Abb. 3.5 a-i).

Die Wachstumsdauer bis zum konfluenten Wachstum der Zellen des CB-Epithels geben
Smyth et al. bei ihren Untersuchungen an CB-Epithel-Zellen aus Kaninchenaugen unter den
von ihnen angefiihrten Versuchsbedingungen mit 4 - 5 Wochen fiir Zellen des NPE und 3
Wochen fiir Zellen des PE an.* Runyan et al. berichten iiber in Wachstumskurven bestitigte
Zellverdoppelungszeit bei humanen CB-Epithel-Zellen von 2 - 3 Wochen.”

Kondo et al. stellen hingegen nach 10 Tagen das konfluente Wachstum der Zellkulturen der
PE-Schicht fest.”

So ist auch aufgrund des relativ schnellen Erreichens des konfluenten Wachstums bei den
Zellkulturen unserer Arbeit (vgl. Grafik 3.3) von Mischkulturen, die nur zu einem gewissen
Anteil NPE-Zellen enthalten, auszugehen.

Der in unseren Experimenten beobachtete Verlust des intrazelluldren Pigments der Zellen im
Wachstumsverlauf (vgl. Abb. 3.5 h, 1) wird auch in anderen Arbeiten beschrieben:

so beschreiben Runyan et al. in ihren Untersuchungen fiir die pigmentierten Zellen des CB-
Epithels einen Verlust des intrazytoplasmatischen Pigmentgehalts in hoheren Passagen. Die
Autoren folgern, dass dies entweder durch die verlorengegangene Fahigkeit der Zellen des
PE zur Produktion von Pigment oder durch ein Dominieren der NPE-Zellen im
Wachstumsverlauf erklart werden kann.”’

Auch die Arbeitsgruppe von Kondo et al. stellt einen kontinuierlichen Verlust des
Pigmentgehalts der humanen PE-Zellen im Wachstumsverlauf dar, nach 3 Monaten in Kultur

sind die Zellen ohne intrazytoplasmatisches Pigment.>
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So fanden sich in unseren Zellkulturen Eigenschaften, die bei der Kultivierung von CB-
Epithel-Zellen in anderen Arbeiten beschrieben werden. Der Wachstumsverlauf unter den
von uns geschaffenen Kulturbedingungen bestitigt jedoch im Hinblick auf die weiteren fiir

die Zellen des CB-Epithels beschriebenen Charakteristika das Vorliegen von Mischkulturen.

4.2 Immunhistochemische Markierungen

4.2.1 Versuchsgruppe 1: Antikorper Anti-CD-68. Anti-S-100 und Anti-S-100-A2

Im Folgenden werden die Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen in
Versuchsgruppe I diskutiert. Einen Uberblick der Resultate dieser Versuchsgruppe geben die
Tabellen 3.1 - 3.4.

4.2.1.1 Hyalozyten — porkine und humane Zellkulturen, porkiner Glaskdrper

Zur Kliarung der genauen Herkunft und des zelluliren Ursprungs von Hyalozyten spielte
bereits in zahlreichen Arbeiten die immunhistochemische Markierung mit Antikdrpern eine
entscheidende Rolle.* © % 7 Dies konnte den ersten Schritt zur eindeutigen Identifizierung
dieses Zelltyps und dessen Differenzierungs- und Funktionszustandes darstellen.

Lazarus et al. stellten in ihrer Arbeit 'In situ characterization of the human hyalocytes' ¥’ fiir
humane Hyalozyten das Fehlen des Epitops CD 68, das bei nahezu allen Zellen, die der

Makrophagen-Zelllinie abstammen, nachzuweisen ist ' %

, als eine wichtige Besonderheit der
Hyalozyten dar.

Wie unter 3.2.2.1.3 dargestellt, wurde in den von uns durchgefiihrten Versuchen diese
Eigenschaft fiir die Hyalozyten aus menschlichen Spender-Augen bestdtigt. Dies lieferte
einen wesentlichen Unterschied zu den meisten anderen Zellen, die der Makrophagen-
Zelllinie angehoren, und stellt somit eine wichtige Besonderheit der immunhistochemischen
Markierung dieses Zelltypus dar.”’

Wir konnten dariiber hinaus in unseren Experimenten mit dem Antikdrper Anti-CD-68 auch
fiir die porkinen Hyalozyten diese Ergebnisse bestitigen. Weder bei den Hyalozyten auf den
frisch praparierten Glaskorpern (vgl. Abb. 3.9 a) noch bei den kultivierten Zellen in PK und

P3 (vgl. Abb. 3.8 e) zeigte sich ein Hinweis auf die Expression dieses Markers.



4. Diskussion 90

Eine weitere FEigenschaft der humanen Hyalozyten, die in vorhergehenden Arbeiten
beschrieben wird, ist der Nachweis des Ca-bindenden Proteins S 100 *" 3 ® das auf
zahlreichen Antigen-prisentierenden Zellen aus der Makrophagen-Zelllinie zu finden ist *"*.
Bei den von uns mit menschlichen Hyalozyten durchgefiihrten Versuchen liel sich die
Reaktivitit mit dem Antikorper Anti-S-100 teilweise bestétigen:

wihrend bei nach Priparation direkt weiter kultivierten Zellen Markierungen Grad IV
konstatiert wurden (vgl. Abb. 3.10 a, b), =zeigte sich unter unverdnderten
Versuchsbedingungen bei Verwendung von nach der Lagerung bei -80°C aufgetauten
humanen Zellen keinerlei Markierung (vgl. Abb. 3.10 c).

Bei den Versuchen mit porkinen Hyalozyten fanden wir in den Zellkulturen S 100 positive
Zellen, unabhéngig davon, ob es sich um aufgetaute oder durchgehend kultivierte Zellen
handelte. Die Markierung Grad II in PK und P3 (vgl. Abb. 3.8 a, b) deutete auf eine
gleichmiBige, jedoch geringe Expression dieses Markers hin. Im Gegensatz dazu zeigten sich
die Hyalozyten auf den Objekttragern mit frisch prapariertem Glaskorper allesamt negativ fiir
den Antikorper Anti-S-100 (vgl. Abb. 3.9 b).

Sowohl die variable Auspragung der Intensitidt der Anfarbung der porkinen Zellen in PK und
P3 als auch die fehlende Markierung bei den im GK-Geriist liegenden Hyalozyten mit Anti-
S-100 unterstiitzt die Vorstellung einer zu verschiedenen Zeitpunkten unterschiedlich starken

1' 57

Auspriagung des gesuchten Markers. Bereits die Arbeitsgruppen von Lazarus et a und

Saga et al. ™

vermuten in ihren Arbeiten eine variable Expression der Epitope bei den
Hyalozyten, die abhingig vom Stadium der Differenzierung beziehungsweise der Exposition
von modulierenden Signalen in der Umgebung der Zellen sind, weshalb sie — wie von uns
durchgefiihrt — Untersuchungen unter verschiedenen Aktivitétszustanden fordern.

Bei korrekt durchgefiihrter Methodik mit entsprechenden giiltigen Positivkontrollen (vgl.
Abb. 3.6 a-c) und dem gleichméBigen Einwirken der Antikorper-Losung auf dem gesamten
Priaparat erkldrt eine Verdnderung der ultrastrukturellen Charakteristika und damit
verbundenen immunhistochemischen Eigenschaften der einzelnen Zellen dieses Phianomen.
Erwdhnenswert ist hierzu die Arbeit von Nishitsuka et al.: in dieser Studie wurden porkine
Hyalozyten, die bis zur Passage 50 kultiviert worden waren, auf ihre HA-Produktion durch
Zytokinstimulation hin untersucht. Die Autoren berichten in diesem Zusammenhang {iber den
ginzlich fehlenden Nachweis von S 100 bei den verwendeten Hyalozyten aus
Schweineaugen.®®

Die grundsdtzliche Problematik der Charakterisierung der Hyalozyten abhingig vom

jeweiligen Funktionszustand beschreiben auch Kohno et al. in ihrer Arbeit. Die Autoren
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heben die wichtige Rolle der Hyalozyten bei der Entstehung von epiretinalen Membranen
hervor, weisen jedoch auf die Schwierigkeit der eindeutigen immunhistochemischen
Markierung der 'transdifferenzierten' Zellen hin.>

Allgemein konnten unsere Ergebnisse der Immunmarkierungen der Hyalozyten in
Versuchsgruppe I mit den Antikérpern Anti-CD-68 und Anti-S-100 einige wesentliche
Erkenntnisse vorangehender Arbeiten bestdtigen. Trotzdem warf die unterschiedliche
Expression der Marker in verschiedenen Kulturphasen neue Fragen auf, welche die
Verwendung der Marker zur eindeutigen Identifizierung der einzelnen Zellen schwierig
erscheinen lassen.

Auch die Resultate unserer Immunmarkierungen mit dem Antikorper Anti-S-100-A2 zeigten
sowohl unterschiedliche Eigenschaften der jeweiligen humanen und porkinen Hyalozyten als
auch unterschiedliche Resultate abhéngig vom Aktivitdtszustand der Zellen auf:

bei den porkinen Hyalozyten lieB3 sich bereits in den Primérkulturen eine Markierung Grad IV
beobachten, die eine ausgeprigte Expression des Epitops zeigte (vgl. Abb. 3.8 c¢). Bei den
Zellen der Passage 3 waren sowohl bei aufgetauten als auch bei durchgehend kultivierten
Hyalozyten mit Grad V nahezu alle Zellen auf dem Préparat kriftig angefarbt (vgl. Abb. 3.8
d), so dass der Antikdrper Anti-S-100-A2 als charakteristisch fiir die porkinen Hyalozyten in
Zellkultur gesehen werden kann.

Die Hyalozyten auf den auf Objekttriger gezogenen GK zeigten sich hingegen negativ fiir
den Antikérper Anti-S-100-A2 (vgl. Abb. 3.9 c¢). Wie bereits flir den Antikérper Anti-S-100
erliutert, weist dieses Phidnomen auf Verdnderungen der ultrastrukturellen und
histochemischen Besonderheiten der Zellen hin. Die Expression von S-100-Proteinen kann
Verinderungen von Enzymaktivititen sowie Zellwachstum und -differenzierung aufzeigen *"
2. So konnten die Hyalozyten im Zuge der stattgefundenen Verdnderung der
Zellcharakteristika von der runden in die 'fibroblasten-artige' Form (vgl. Abb. 3.1 b, 3.2 a)
auch Verdnderungen in der Stoffwechselaktivitit wie zum Beispiel die Produktion
extrazelluldrer Matrix ausbilden, was sich im neu aufgetretenen Nachweis des S 100 A2
Epitops in PK und P3 widerspiegelt.

Einige Autoren berichten, dass sich beim Krankheitsbild der proliferativen Vitreoretinopathie
(PVR) in den gebildeten periretinalen Membranen 'fibroblasten-artige' Zellen finden lassen,
die vermutlich aus metaplastischen Hyalozyten hervorgegangen sind. Diese Zellen
produzieren im Rahmen dieses pathophysiologischen Vorgangs Extrazelluldrsubstanz und

16sliche Proteine.* ¥
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Obwohl auch bei den humanen Hyalozyten von solchen Verdnderungen im Laufe des

Wachstums auszugehen ist," 3% 3 57.83. 84

waren in unseren Experimenten bei den Zellkulturen
der P3 — bei korrekt durchgefiihrten Positivkontrollen (vgl. Abb. 3.6 c) — keinerlei
Markierungen mit dem Antikoérper Anti-S-100-A2 nachzuweisen. Da bei diesen Versuchen
jeweils nur aufgetaute Zellen verwendet wurden, ist hier eine Verdnderung der Hyalozyten
zum Beispiel durch den Vorgang des Einfrierens und ein eventueller Verlust des Epitops in
Erwigung zu ziehen.

Die Ergebnisse bei Testung des Antikorpers Anti-S-100-A2 zeigen entweder grundsétzlich
verschiedene Charakteristika bei menschlichen und porkinen Hyalozyten auf oder weisen
zumindest auf ein unter identischen Versuchsbedingungen unterschiedliches Verhalten der
jeweiligen Zellen hin.

Bei keinem der Versuche mit den auf Objekttragern gezogenen Glaskorpern zeigte sich eine
Verdnderung der Resultate durch die unter 2.2.3.1.1 beschriebene Vorbehandlung mit
Hyaluronidase. Die gewiinschte Wirkung der Losung der Hyalozyten aus dem GK-Gertist

durch eine derartige Vorbehandlung und das daraus resultierende Freiliegen der Epitope

stellte somit fiir unsere Experimente keinen praktischen Nutzen dar.

4.2.1.2 Zellen des retinalen Pigmentepithels — porkine und humane Zellkulturen

Im Gegensatz zu den Hyalozyten, deren zelluldrer Ursprung und exakte physiologische sowie
pathophysiologische Rolle noch nicht vollstindig geklért sind, bestehen iiber die Zellschicht
des retinalen Pigmentepithels weitgehend konkrete Erkenntnisse. So dienten uns die RPE-
Zellen als Vergleichs- und Referenzgruppe, wir fiihrten mit ihnen die immunhistochemischen
Markierungen unter denselben Bedingungen durch.

Die Zellen des RPE weisen sowohl physiologisch als auch pathophysiologisch Ahnlichkeiten
mit mononukledren Phagozyten auf.**"%

Die eindeutige Markierung Grad V der humanen RPE-Zellen der Passage 3 (vgl. Abb. 3.12 a)
bei Verwendung des Antikorpers Anti-CD-68 in unseren Experimenten bestitigte diese
Eigenschaft und stellte ein eindeutiges Unterscheidungsmerkmal zu den humanen
Hyalozyten-Kulturen dar, bei denen das Epitop CD 68 nicht nachgewiesen werden konnte
(vgl. Abb. 3.10 e).

Fiir die porkinen RPE-Zellen lieB3 sich diese Eigenschaft nicht bestdtigen (vgl. Abb. 3.11 g).
In diesem Fall konnen Unterschiede der Expression der Epitope der RPE-Zellen von Mensch

und Schwein den fehlenden Nachweis von CD 68 bei den porkinen RPE-Zellen erkléren.
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So berichten Johnsen et al. in ihrer Arbeit {iber Stammzellen im CB-Epithel {iber deutliche
Unterschiede der Resultate ihrer Untersuchungen bei Mensch und Maus, weshalb sie die
Ubertragung von Forschungsergebnissen von einer auf eine andere Spezies kritisch sehen.*®
Elner at al. untersuchten in ihrer Arbeit die Expression des Antigens CD 68 bei humanen
RPE-Zellen. Die Autoren beschreiben einen verstirkten Nachweis von CD 68 bei der
Weiterkultivierung der Zellen. Sie begriinden dies durch eine Steigerung der
phagozytotischen Eigenschaften der Zellen in vitro, wie diese zum Beispiel auch bei
Makrophagen in vitro beobachtet wird.”

Im Hinblick auf diese Erkenntnisse einer sich verstirkenden Expression des Markers bei
humanen Zellen konnte ein bei porkinen RPE-Zellen eventuell erst bei der
Weiterkultivierung iiber die Passage 3 hinaus erstmaliges Auftreten des Markers die fehlende
Markierung unserer porkinen RPE-Kulturen mit Anti-CD-68 erkldren.

Fiir die Unterscheidung der porkinen Zelltypen untereinander hat der AK Anti-CD-68 jedoch
keine Bedeutung.

Bei Verwendung des AK Anti-S-100, dessen Markierung vor allem fiir die humanen
Hyalozyten als charakteristisch angegeben wird *’, lie sich bei den humanen RPE-Zellen
keine Markierung finden (vgl. Abb. 3.12 b). Somit ldsst sich — trotz der nicht einheitlichen
Ergebnisse der S 100 Markierungen der humanen Hyalozyten in unseren Versuchen (siche
3.2.2.1.3) — auch hier wieder eine Moglichkeit zur Unterscheidung zwischen den humanen
Hyalozyten und RPE-Zellen zeigen.

Auch bei den porkinen Zellkulturen zeigten die Ergebnisse bei Verwendung des Antikdrpers
Anti-S-100 Unterschiede der RPE-Zellen zu den Hyalozyten und den Zellen des CB-Epithels:
bei den Zellen des RPE waren weder in PK noch in P3 markierte Zellen auf den Priparaten
zu finden (vgl. Abb. 3.11 d, e).

Fiir RPE-Zellen aus Rinderaugen berichten Lazarus et al. iiber den fehlenden Nachweis der S
100 Epitope. Die Autoren untersuchten in ihrer Arbeit den Einfluss von Faktoren, die — von
Hyalozyten synthetisiert und sezerniert — hemmenden Einfluss auf die Proliferation von RPE-
Zellen haben. Der Antikorper Anti-S-100 dient in diesen Versuchen als Marker zur
Unterscheidung von Hyalozyten und RPE-Zellen, die Hyalozyten werden hier als S 100
positiv, RPE-Zellen und CB-Epithel-Zellen als eindeutig negativ beschrieben.™

Auch BenEzra et al. untersuchten in ihrer Arbeit S 100 positive Strukturen in der humanen
Retina in Gewebsschnitten. Es konnten am gesunden Auge keine relevanten Hinweise fiir die
Expression von S 100 gefunden werden. Lediglich an erkrankten Augen lieBen sich mit dem

Antikorper Anti-S-100 markierte Zellen finden. Die Autoren vermuteten, dass die Miiller-
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Zellen bei pathologischen Vorgidngen Funktionen é&hnlich derer der S 100 positiven
lymphoiden Gewebe libernehmen, und dies den vermehrten Nachweis von S 100 erklért. Fiir
das RPE zeigte sich keine Markierung mit dem Antikorper Anti-S-100."

Im Gegensatz dazu weisen Noda et al. in ithren Versuchen auf die Reaktivitit mit dem
Antikorper Anti-S-100 und Zytokeratin bei RPE-Zellen aus Rinderaugen hin.*

Die Resultate der von uns durchgefiihrten Immunmarkierungen mit dem Antikorper Anti-S-
100-A2 machten klar, dass dieser Antikdrper keine Moglichkeit fiir die Unterscheidung von
porkinen Hyalozyten und RPE-Zellen bietet. Wie bei den Hyalozyten zeigte sich bei den
RPE-Zellen eine starke Anfarbung des Grofteils der Zellen in PK und P3 (vgl. Abb. 3.11 a,
b, c¢), was auf deutliche Verdanderungen von Stoffwechselaktivitit sowie Zellwachstum und
-differenzierung hindeuten kann * *2. Somit ist zwar ein wichtiges Charakteristikum der
porkinen RPE-Zellen aufgezeigt, jedoch bietet sich dadurch keine Mdoglichkeit der
immunhistochemischen Unterscheidung zwischen porkinen Hyalozyten und RPE-Zellen.

Fiir die humanen RPE-Zellen hingegen konnte mit dem Antikdrper Anti-S-100-A2 keine
Markierung nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.12 c). Somit entsprachen auch hier die
Versuchsergebnisse denen der humanen Hyalozyten bei Testung des Antikérpers Anti-S-100-
A2 (vgl. Abb. 3.10 d). Zur Identifizierung von humanen Hyalozyten und RPE-Zellen hat
dieser Antikorper demnach keine Bedeutung.

Wie bereits bei den humanen Hyalozyten erldutert, muss grundsétzlich auch eine
Verdanderung der immunhistochemischen Eigenschaften der Zellen im Laufe der Passagen
beziehungsweise durch den Vorgang des Einfrierens (siehe 2.2.1.6) in Erwdgung gezogen
werden. Bei den Immunmarkierungen der Versuchsgruppe I mit porkinen Zellkulturen sowie
den Markierungen der humanen RPE-Zellen mit Anti-CD-68 zeigten sich jedoch keine
Verdanderungen der Resultate durch den Vorgang des Einfrierens (siche 3.2.2). Da bei
gepriifter Funktionsfahigkeit des Antikorpers (vgl. Abb. 3.6 ¢) sowohl bei den Hyalozyten als
auch bei den RPE-Zellen von menschlichen Spendern keine Reaktion mit dem Antikrper
Anti-S-100-A2 nachgewiesen werden konnte, ist hier ein grundsdtzliches Fehlen
beziehungsweise ein erst zu spiterem Zeitpunkt erstmaliges Auftreten des Epitops
wahrscheinlich.

In diesem Falle wiirden sich diesbeziiglich grundlegende Unterschiede zwischen porkinen
und humanen Zellen zeigen, die eine direkte Ubertragung der Versuchsergebnisse auf die

jeweils andere Spezies kritisch erscheinen lassen.
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4.2.1.3 Zellen des Ziliarkorper-Epithels — porkine Zellkulturen, porkine und humane

Gewebsschnitte

Der Bereich des CB-Epithels ist seit einiger Zeit Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten.
Man fand hier eine potentielle retinale Nerven-Vorlduferzelle mit Stammzelleigenschaften
und der Fihigkeit, in vitro neue Neuronen und Glia-Zellen entstehen zu lassen.* #-6!-66.94

In unserer Arbeit sollten vor allem {iber die nicht pigmentierte Zellschicht (NPE) des CB-
Epithels neue Erkenntnisse gewonnen werden. Sowohl die Moglichkeit einer Identifizierung
der NPE-Zellen in den Zellkulturen als auch der Vergleich mit den porkinen Hyalozyten und
RPE-Zellen sowie den Paraffinpraparaten sollten untersucht werden.

Bei Verwendung des Antikdrpers Anti-CD-68 lieBen sich weder bei den porkinen
Zellkulturen des CB-Epithels noch bei den humanen und porkinen Paraffinschnitten positive
Markierungen finden (vgl. Abb. 3.13 £, 3.14 a, 3.15 d).

Diese Resultate der Immunmarkierungen mit Anti-CD-68 wiren durch den neuroepithelialen
Ursprung der Zellen zu erkldren.** % Denn das Epitop, das mit dem Antikdrper Anti-CD-68
markiert wird, ist in der Regel auf Zellen, die der Monozyten-Linie abstammen, zu finden. *"
64

Beziiglich des Nachweises des S-100-Epitops bei Zellen des CB-Epithels wurden bereits von
einigen Autoren Untersuchungen durchgefiihrt:

so weisen Smyth et al. in ihrer Arbeit mit Kaninchen-Zellen auf die Eignung des Antikorpers
Anti-S-100 zur Identifizierung von Zellen des CB-Epithels hin. Die Autoren erklédren, dass
aufgrund des Ursprungs der epithelialen Zellen von der Neuralplatte deren Expression von S
100 ein Unterscheidungsmerkmal zu den Stroma-Zellen darstellt.®

Auch Kitada et al. untersuchten in ihrer Arbeit die Reaktivitit von Anti-S-100 mit CB-
Epithel-Zellen von Mensch und Kaninchen. Bei ihren Untersuchungen stellten sie eine starke
Markierung des NPE bei relativ schwicherer Markierung im PE fest. Die Stroma-Zellen des
CB zeigten sich in ihren Experimenten negativ fiir Anti-S-100. Grundsitzlich wurde iiber
eine schwiéchere Reaktivitit beim Kaninchen im Vergleich zum menschlichen Gewebe
berichtet.’!

Die Autoren Iwanaga et al. stellten in ihrer Arbeit die Markierung mit dem Antikorper Anti-
S-100 als Unterscheidungsmerkmal zwischen NPE- und PE-Zellen dar. In den
durchgefiihrten Untersuchungen an menschlichen Feten zeigte sich eine fehlende Markierung

der PE-Schicht bei nachgewiesener Immunoreaktivitit der NPE-Zellschicht.*
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Lazarus et al. berichteten hingegen in ihrer Arbeit iiber die grundsitzlich fehlende
Markierung mit Anti-S-100-Antikorpern an Zellen des CB-Epithels aus Rinderaugen.*®

In unseren Versuchen konnte bei den humanen Paraffinschnitten die eindeutige Markierung
der NPE-Schicht des CB-Epithels mit dem Antikérper Anti-S-100 bestitigt werden (vgl.
Abb. 3.15 a, b).

Der Nachweis des S-100-Epitops bei Zellen des CB-Epithels im humanen Gewebsschnitt
stellte eine Gemeinsamkeit mit den humanen Hyalozyten-Kulturen dar (vgl. Abb. 3.10 a, b),
die sich durch die Expression dieses Epitops von den humanen RPE-Zellkulturen (vgl. Abb.
3.12 b) unterscheiden liefen.

Bei den porkinen Paraffinschnitten hingegen zeigten sich das CB-Epithel und -Stroma
negativ fiir Anti-S-100 (vgl. Abb. 3.14 b), erst bei den Zellen in Kultur lieBen sich positive
Markierungen Grad I nachweisen (vgl. Abb. 3.13 e). Das Fehlen von S 100 positiven Zellen
bei den CB-Epithel-Zellen im Gewebsschnitt und die im Gegensatz dazu positiven Zellen in
PK und P3 (vgl. Abb. 3.13 e) zeigten hier eine Anderung der immunhistochemischen
Eigenschaften dieser Zellen im Verlauf.

So bestitigen sich in unseren Versuchen bereits die von Kitada et al. beschriebenen
Unterschiede der Ausprigung der Epitope bei den unterschiedlichen Spezies.”!

Somit lieferten diese Ergebnisse aus der Versuchsreihe I bei Testung des Antikdrpers Anti-S-
100 zwar Hinweise auf Gemeinsamkeiten von Zellen des CB-Epithels mit den Hyalozyten
und zeigten Unterschiede zu den RPE-Zellen auf, trotzdem kann der Antikoérper Anti-S-100
nicht zur endgiiltigen Unterscheidung und genaueren Charakterisierung der NPE-Zellschicht
beitragen.

Fir den Antikorper Anti-S-100-A2 lieBen sich in unseren Versuchen bei den porkinen
Zellkulturen ganz eigene Charakteristika feststellen. So war hier nur ein Teil der Zellen
angefarbt, die markierten Zellen lagen zumeist in kleinen Gruppen vor. Auch handelte es sich
bei den markierten Zellen zumeist um die runden beziehungsweise hexagonalen Zellen mit
groBBerem Zellkorper im weniger dichten Wachstum. Die ldnglichen, 'fibroblasten-artigen'
Zellen zeigten sich nur selten angefarbt (vgl. Abb. 3.13 a-d). Somit zeichnete sich bei diesen
Zellkulturen ein Zelltyp ab, der sich sowohl durch die Auspragung des Epitops S 100 A2 als
auch durch die morphologischen Charaktersistika von den anderen Zellen unterschied. Von
einigen Autoren werden die Zellkoérper der CB-Zellen als hexagonal beschrieben *" *. So
konnten mit dem Antikorper Anti-S-100-A2 zu diesem Zeitpunkt besonders
stoffwechselaktive Zellen des CB markiert worden sein ">, Moglich wére jedoch auch, dass

es sich bei den markierten Zellen um momentan gerade aktive Zellen mit zu diesem
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Zeitpunkt entsprechender morphologischer Gestalt handelt. Die definitive Identifizierung
eines bestimmten Zelltyps kann somit nicht sicher gezeigt werden.

Bei den Gewebsschnitten hingegen lieen sich weder bei den porkinen noch bei den humanen
Praparaten S 100 A2 positive Strukturen im CB-Epithel finden (vgl. Abb. 3.14 ¢, 3.15 ¢).
Dies beweist bei den porkinen Zellen eindeutig, dass die Auspriagung dieses Epitops erst
spater im Zuge des Wachstums und der Vermehrung der Zellen auftritt.

Dieses Phanomen lie} sich auch bei den Markierungen der porkinen Hyalozyten mit Anti-S-
100-A2 feststellen. Auch hier waren die Hyalozyten im GK-Geriist noch nicht markiert (vgl.
Abb. 3.9 ¢), erst in Zellkultur schienen Verdnderungen der Stoffwechselaktivitit aufzutreten,
die zur Auspragung des Epitops S 100 A2 fiihren (vgl. Abb. 3.8 c, d).

So zeigte die Markierung mit dem Antikérper Anti-S-100-A2 eine Reaktivitdt der
Zellkulturen aus dem CB-Epithel, die sie eindeutig von den Hyalozyten- und RPE-
Zellkulturen unterschied. Trotzdem war — vor allem, da in den Gewebsschnitten keine
Markierung mit Anti-S-100-A2 in Epithel und Stroma zu finden war — durch diesen
Antikorper die definitive Identifikation eines Zelltyps in Kultur nicht moglich.

4.2.1.4 Charakterisierung der Zellen durch kommerziell erhiltliche Antikorper

— Zusammenfassung Versuchsgruppe |

Die Experimente mit den von uns in Versuchsgruppe I verwendeten Antikérpern brachten
wichtige Erkenntnisse filir die Charakterisierung der Zellen aus dem GK-Raum.

Eine Eignung als spezifischer Identifikationsmarker fiir die jeweiligen Zelltypen kann jedoch
keinem der getesteten Antikorper zugesprochen werden.

Fiir die humanen Zellkulturen lieferte der Nachweis des Epitops S 100 bei den Hyalozyten
(vgl. Abb. 3.10 a, b) in einem Teil der Versuche ein Unterscheidungsmerkmal zu den RPE-
Zellen (vgl. Abb. 3.12 b), wie dies von Lazarus et al. beschrieben wird ¥’.

Von besonderem Interesse war die auf den humanen Gewebsschnitten gezeigte Expression
von S 100 der NPE-Zellschicht (vgl. Abb. 3.15 a, b). Dies zeigt Gemeinsamkeiten von Zellen
der NPE-Schicht mit den Hyalozyten, wie sie von Rittig et al. bei ihren Versuchen an
Primaten-Augen in Bezug auf eine Beteiligung der beiden Zellen an der Produktion von HA
dargestellt wird 7.

Zwar bestétigte sich in unseren Versuchen fiir die porkinen Préparate der Nachweis von S
100 fiir die Zellkulturen der Hyalozyten (vgl. Abb. 3.8 a, b) und Zellen des CB-Epithels (vgl.
Abb. 3.13 e) bei S 100 negativen RPE-Zellkulturen (vgl. Abb. 3.11 d, e), jedoch zeigten sich
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sowohl die Hyalozyten im GK-Geriist (vgl. Abb. 3.9 b) als auch die NPE-Schicht im
Paraffinschnitt (vgl. Abb. 3.14 b) ebenfalls negativ fiir den Antikdrper Anti-S-100. Auch
konnte die Expression von S 100 der humanen Hyalozyten-Kulturen nicht in allen
Wiederholungsversuchen bestétigt werden (vgl. Abb. 3.10 a, b, ¢). Zudem stellt auch die
Tatsache, dass bei den porkinen Hyalozyten und Zellen des CB-Epithels immer nur ein
gewisser Anteil der auf dem Préparat befindlichen Zellen markiert ist (vgl. Abb. 3.8 a, b,
Abb. 3.10 a, b), fiir den Antikdrper Anti-S-100 die Funktion als zellspezifischen Marker in
Frage.

Zuletzt kann der Antikérper Anti-S-100 auch dem Auffinden der NPE-Zellen in den
vorliegenden Mischkulturen mit unterschiedlichen Zellen nicht gerecht werden.

Der Antikorper Anti-S-100-A2 zeigte sich fiir die verwendeten humanen Zellkulturen (vgl.
Abb. 3.10 d, 3.12 c¢) und Gewebsschnitte (vgl. Abb. 3.15 c¢) aufgrund der fehlenden
Markierung von Zellen als ungeeignet fiir die Ziele unserer Arbeit der ndheren
Charakterisierung der GK-Zellen.

An den verschiedenen porkinen Zellkulturen hingegen zeigte sich mit Anti-S-100-A2 eine
typische Markierung (vgl. Abb. 3.8 ¢, d, Ab. 3.11 a-c, 3.13 a-d), doch auch hier schrinkt die
sich im Zellkulturverlauf verstirkende Ausprigung des Epitops die Nutzung dieses
Antikorpers ein.

In den Zellkulturen war mit Anti-S-100-A2 keine Unterscheidung zwischen Hyalozyten und
RPE-Zellen moglich und vor allem wegen der fehlenden Markierung der Hyalozyten im GK-
Gertist (vgl. Abb. 3.9 c¢) kann dieser Antikorper nicht als generell charakteristisch fiir
Hyalozyten bezeichnet werden.

Bei den Kulturen der Zellen des CB-Epithels zeigten die mit dem Antikdrper Anti-S-100-A2
markierten Zellen zum groflen Teil morphologische Besonderheiten, die sie von den
umliegenden Zellen unterschieden (vgl. Abb. 3.13 a-d). Dies kann einen Hinweis auf die
Moglichkeit der spezifischen Markierung eines ganz bestimmten Zelltypus mit Anti-S-100-
A2 darstellen. Die genauere Charakterisierung der gefarbten Zellen war in diesem Fall jedoch
nicht moglich und vor allem aufgrund der fehlenden Markierung der NPE-Schicht im
Paraffinschnitt durch diesen Antikdrper (vgl. Abb. 3.14 c) bleibt die Annahme, dass es sich
bei den markierten Strukturen um NPE-Zellen handelt und hiermit eine weitere
Gemeinsamkeit mit den Hyalozyten gezeigt wird, spekulativ.

Mit dem Antikérper Anti-CD-68 lieBen sich fiir die humanen Zellkulturen deutliche
Unterschiede zwischen Hyalozyten (vgl. Abb. 3.10 e) und RPE-Zellen aufzeigen (vgl. Abb.

3.12 a), die vor allem in Kombination mit den entsprechenden Resultaten mit Anti-S-100
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(vgl. Abb. 3.12 b, 3.10 a, b) zur Unterscheidung der beiden Zelltypen beitragen konnten.
Diese Ergebnisse lieBen sich jedoch fiir die porkinen Prédparate nicht bestitigen, der
Antikorper Anti-CD-68 konnte aufgrund der fehlenden Markierung am Gewebe aus
Schweineaugen nicht zur weiteren Identifizierung der einzelnen Zellen beitragen (vgl. Abb.
3.8 e, Abb. 3.9 a, Abb. 3.11 f, g, Abb. 3.13 f, Abb. 3.14 a).

Bei allen getesteten Antikorpern dieser Versuchsgruppe weisen die Ergebnisse auf
Schwierigkeiten der Zellcharakterisierung bedingt durch die Verdnderung der
immunhistochemischen  Eigenschaften der Zellen im Verlauf des Wachstums
beziehungsweise durch die unterschiedlichen Resultate der Markierungen bei
Gewebsschnitten und Zellkulturen hin.

Mit keinem der Antikdrper war eine eindeutige Identifizierung der NPE-Zellen in den
Zellkulturen aus dem CB-Epithel moglich.

Des Weiteren zeigten sich in dieser Versuchsreihe zahlreiche Unterschiede zwischen
humanem und porkinem Gewebe, die eine grundsitzliche Ubertragung der Resultate von

Versuchen mit Schweineaugen auf menschliche Augen kritisch erscheinen lassen.

4.2.2  Versuchsgruppe II:  Antikérper, hergestellt durch Immunisierung von
Versuchstieren: Antikérper Anti-H/PI und Anti-H/PII

Im Folgenden werden die Ergebnisse der immunhistochemischen Markierungen in
Versuchsgruppe II diskutiert. Einen Uberblick der Resultate dieser Versuchsgruppe geben die
Tabellen 3.5 und 3.6.

4.2.2.1 Grundsitzliche Eigenschaften

Ein Antikorper, der Hyalozyten im Gewebe spezifisch markiert, wéire wegen der fehlenden
Moglichkeit der eindeutigen Identifizierbarkeit dieses Zelltyps aufgrund morphologischer

57, 63. 68 7 ein sehr hilfreiches Instrument bei

und immunhistochemischer Charakteristika
wissenschaftlichen Arbeiten. So konnte bei pathophysiologischen Prozessen im Auge die
Beteiligung der unterschiedlichen Zelltypen besser gekldrt werden, was den ersten Schritt zu
neuen Losungsansitzen darstellen konnte. Auch widre im Hinblick auf regenerative
Therapieansédtze eine eindeutige Identifizierung der Hyalozyten zur Detektion und Sortierung

dieser Zellen von groBBer Wichtigkeit.
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Fiir diese Arbeit wurde in Kooperation mit der Firma Davids Biotechnologie (siche
www.davids-bio.de) der Versuch unternommen, einen hyalozyten-spezifischen Antikdrper zu
generieren. Durch Immunisierung von Kaninchen und Miusen mit Schweine-Hyalozyten
wurden zwei polyklonale Antikérper, Anti-H/PI und Anti-H/PII, hergestellt (siche 2.1.3.5)
und anschlieBend an den verschiedenen porkinen Zellkulturen und Geweben hinsichtlich
Sensitivitdt und Spezifitit getestet.

Bei allen Zellkultur-Praparaten zeigte sich die Markierung mit dem Antikdrper Anti-H/PII
grundsitzlich intensiver als die Markierung bei Verwendung des Antikorpers Anti-H/PI.
Dafiir konnte ein hoherer Antikorper-Titer in den verwendeten Seren verantwortlich sein.
Jedoch wurde bei den einzelnen Versuchstieren von der Firma Davids Biotechnologie eine
Titer-Bestimmung des jeweiligen Antikorpers durchgefiihrt und anschlieBend in den
Vorversuchen die am besten geeignete Verdiinnung ermittelt. Wahrscheinlich ist deshalb,
dass die stirkere Markierung beim AK Anti-H/PII durch eine gréBere Anzahl markierter
Epitope an den jeweiligen Zellen und Strukturen hervorgerufen wird. Bei gleichen
Vorgédngen der Immunisierung bei der Herstellung der Antikdrper konnte in den Mausen (AK
Anti-H/PII) ein Gemisch an Antikoérpern beziehungsweise ein polyklonaler Antikorper mit
einer Reaktivitit an zahlreicheren Zellmarkern als dies bei der Immunisierung der Kaninchen
(AK Anti-H/PI) der Fall war, entstanden sein. Vor allem die Tatsache, dass sich in unseren
Versuchen bei den RPE-Zellkulturen in Primérkultur unterschiedliche Reaktionen bei
Verwendung der beiden Antikorper zeigten (vgl. Abb. 3.18 a, c¢), bestétigt die Theorie, dass
die beiden Antikorper mit verschiedenen Zellstrukturen reagieren beziehungsweise dass der
Antikorper Anti-H/PII an eine groflere Anzahl von unterschiedlichen Epitopen bindet.

Auf den Gewebsschnitten und Préparaten mit den auf Objekttrager gezogenen Glaskdrpern
war dieser Unterschied der Intensitdt der Anfarbung nicht zu erkennen (vgl. Abb. 3.17 a-e,
3.20 a-d). Hier wies auch der Antikdrper Anti-H/PI eine sehr starke Anfdarbung von Zellen
und Strukturen auf. Es ist anzunehmen, dass bei den Hyalozyten auf dem GK-Cortex
beziehungsweise den CB-Epithel-Zellen im Gewebsschnitt auf der im Vergleich zu den
Zellen in Kultur geringeren Zelloberflache eine so groe Dichte der entsprechenden Epitope
vorhanden ist, die die intensive Anfarbung bei beiden Antikdrper-Seren erklart.

Hier zeigte sich, dass die Ergebnisse bei Verwendung der beiden Antikdrper von den durch
die Methodik bedingten minimalen Unterschieden in der Einwirkzeit beziehungsweise
-intensitdt beeinflusst waren. Bei einer weiteren Handhabung dieser Antikorper konnte eine
Anderung beziehungsweise Anpassung der Methodik zu gleichmiBigeren Ergebnissen

fihren.
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4.2.2.2 Porkine Hyalozyten — Zellkulturen und Glaskorper

Mit beiden Antikorpern war eine eindeutige Markierung der Hyalozyten moglich. Der Anteil
der angeféarbten Zellen zeigte sich bei den Primérkulturen und den Zellen der Passage 3 mit
Grad V vergleichbar hoch (vgl. Abb. 3.16 a-d), das markierte Epitop war demnach bereits in
den Zellen der PK stark ausgepragt.

Ein wesentlicher Unterschied zu den Versuchen mit den Hyalozyten unter Verwendung der
Antikorper der Versuchsgruppe I zeigte sich jedoch dahingehend, dass mit den Antikérpern
Anti-H/PI und Anti-H/PII der Versuchsgruppe II auch bei den Hyalozyten auf den GK-
Priparaten positive Reaktionen nachzuweisen waren (vgl. Abb. 3.17 a-c) — eine solche
Markierung der Hyalozyten auf dem Glaskorper-Cortex war mit den Antikérpern Anti-S-100
und Anti-S-100-A2 nicht gelungen (vgl. Abb. 3.9 a-c). So erfiillten beide Antikorper der
Versuchsgruppe II diesbeziiglich die grundsitzliche Erwartung der Markierung von
Hyalozyten in verschiedenen Wachstumsphasen.

Es stellt sich jedoch die Frage nach dem Grund fiir den mit Grad II im Vergleich zu den
Zellkulturen in PK und P3 geringeren Anteil an markierten Zellen auf den GK-Prédparaten
(vgl. Abb. 3.17 a). Grundsitzlich konnte der Unterschied zwischen markierten und
unmarkierten Zellen in einer zu diesem Zeitpunkt unterschiedlichen metabolischen Aktivitat
der Zellen liegen. Gegen diese Begriindung spricht die Verteilung der gefirbten Zellen.
Nachdem diese jeweils in kleinen Gruppen von Zellen, die sich morphologisch nicht von den
anderen Zellen unterscheiden, auftraten, muss hier eine Besonderheit der GK-Préparate im
Hinblick auf die durchgefiihrte Methodik angefiihrt werden.

Im Gegensatz zu den Paraffinpriparaten mit Gewebsschnitten des Auges und den auf
Glaspléttchen gewachsenen Zellkulturen konnte bei den Glaskdrpern auf Objekttrigern
aufgrund der unregelméBigen Struktur der GK-Matrix und der relativen Dicke des Prédparates
der gleichmiBige Kontakt aller Zellen mit den einzelnen Reagenzien beim Férbevorgang
nicht sicher gewihrleistet werden. Dies stellt in diesem Fall die wahrscheinlichste Erklarung

fir die nicht markierten Zellen dar.
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4.2.2.3 Porkine Zellkulturen des retinalen Pigmentepithels

In der Versuchsgruppe II stellen bei den RPE-Zellkulturen vor allem die verschiedenen
Ergebnisse von Zellen der PK und denen der P3 den bedeutsamsten Unterschied zu den
Resultaten der Hyalozyten-Kulturen dar, bei denen sich schon in PK markierte Zellen zeigten
(vgl. Abb. 3.16 a, ¢). Wihrend fiir die Zellen des RPE mit beiden Antikorper-Seren in P3
Markierungen Grad V zu sehen waren (vgl. Abb. 3.18 b, d), lieBen sich in der PK der RPE
mit dem Antikorper Anti-H/PII nur schwache (vgl. Abb. 3.18 ¢), mit dem Antikorper Anti-
H/PI keine Reaktionen (vgl. Abb. 3.18 a) nachweisen. Das erstmalige Auftreten von
Markierungen bei Verwendung des Antikdrpers Anti-H/PI beziehungsweise der verstirkte
Nachweis bei Verwendung von Anti-H/PII in der P3 zeigen, dass die RPE-Zellen im Laufe
des Wachstums Zelleigenschaften entwickeln, die bei den Hyalozyten durch die deutliche
Markierung im GK-Geriist sowie in Zellkulturen in PK und P3 (vgl. Abb. 3.16 a-d, Abb. 3.17
a-c) bereits von Beginn an nachzuweisen sind. Dieser deutliche Unterschied der Resultate der
Markierungen von PK und P3 bei Hyalozyten und RPE-Zellen in dieser Versuchsgruppe
zeigt eine Verdanderung der immunhistochemischen Eigenschaften der RPE-Zellen, die in
Verbindung mit der von uns beobachteten Verdnderung der Morpholgie in die langliche
Zellform (vgl. Abb. 3.3 c, d, Abb. 3.4 a, b) steht. Diese wird von anderen Autoren sowohl bei

3, 24, 101, 103, 106

der Kultivierung von RPE-Zellen in vitro als auch bei pathophysiologischen

Prozessen in vivo *3% 71102 pegchrieben.

4.2.2.4 Porkine Zellen des Ziliarkorper-Epithels — Zellkulturen und Gewebsschnitte

Auch auf den Préparaten mit Zellen des CB-Epithels waren mit beiden Antikorpern der
Versuchsgruppe 1II positive Reaktionen nachzuweisen, wobei der Vergleich von
Gewebsschnitten und Zellkulturen besonders interessante Resultate erbrachte:

fiir beide Antikorper Anti-H/PI und Anti-H/PII zeigte sich bei den Zellen der P3 eine
Markierung Grad V (vgl. Abb. 3.19 b, d), wie sie in dieser Versuchsgruppe auch bei den
Hyalozyten und RPE-Zellen in P3 konstatiert wurde (vgl. Abb. 3.16 b, d, Abb. 3.18 b, d). Bei
den Zellen des CB-Epithels der PK wiesen lediglich die einzeln aulerhalb des konfluenten
Zellverbandes liegenden Zellen eine intrazytoplasmatische Markierung auf, die dichter
aneinander liegenden Zellen hingegen stellten sich ohne Markierung dar, insgesamt wurde
eine Markierung Grad I festgestellt (vgl. Abb. 3.19 a, ¢). Auf den Gewebsschnitten des
porkinen Auges zeigte bei Testung beider Antikorper Anti-H/PI und Anti-H/PII das CB-
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Epithel im Bereich von pars plana und pars plicata eine Anfarbung der nicht pigmentierten
Epithel-Schicht (vgl. Abb. 3.20 a-d).

Unter der Annahme, dass die aus diesem Bereich fiir unsere Zellkulturen priparierten Zellen
(siehe 2.2.1.2) die im Gewebsschnitt nachgewiesenen antigenen Eigenschaften (vgl. Abb.
3.20 a-d) in der PK nicht verlieren, wiirden die durch die Antikdrper Anti-H/PI und Anti-
H/PII markierten CB-Epithel-Zellen in PK (vgl. Abb. 3.19 a, c) den nicht pigmentierten
Epithel-Zellen (NPE) entsprechen. Die nicht eindeutig markierten Zellen im dichten
'pflasterstein-artigen' Wachstum in der PK (vgl. Abb. 3.19 a, c¢) wiirden dann der
pigmentierten Epithelschicht (PE) im Gewebsschnitt entsprechen. Jedoch kann bei der von
uns durchgefiihrten Priparationsmethode das Vorliegen anderer Zellbestandteile in den
Priparaten nicht sicher ausgeschlossen werden.

So kann die deutliche Markierung der NPE-Schicht des CB in den Gewebsschnitten mit
beiden Antikérpern der Versuchsgruppe II (vgl. Abb. 3.20 a-d) verbunden mit dem Nachweis
der markierten einzeln vorliegenden Zellen in der PK der Zellen des CB-Epithels (vgl. Abb.
3.19 a, c¢) auf ein vorliegendes gemeinsames Epitop mit den von diesen Antikdrpern
markierten Hyalozyten in ihrer Form im GK-Geriist (vgl. Abb. 3.17 a-c) hinweisen. Dies
wire ein weiterer Hinweis fiir gemeinsame Charakteristika der Zellen der NPE-Schicht mit
den Hyalozyten, wie dies zum Beispiel in Bezug auf die Produktion extrazelluldrer Matrix
vermutet wird 76,

Eine Erkldrungsmdglichkeit fiir die in dieser Versuchsgruppe bei den Zellen des CB-Epithels
der P3 mit Grad V verstirkte Markierung der Zellen (vgl. Abb. 3.19 b, d) wire eine
Verdnderung der immunhistochemischen Eigenschaften der sich zu gleichen Teilen weiter
vermehrenden Zellen des CB-Epithels in Zellkultur, wie sie bereits bei den entsprechenden
Resultaten der RPE-Zellkulturen in Versuchsgruppe II unter 4.2.2.3 geschildert wurden.

Da jedoch bei den Zellkulturen, die durch die von uns durchgefiihrte Préparation des CB-
Epithels gewonnen wurden (siche 2.2.1.2), von mehreren unterschiedlichen Zelltypen mit
eventuell eigenen Wachstums- und Vermehrungstendenzen unter den angegebenen
Kultivierungsbedingungen (siche 2.2.1.4) ausgegangen werden muss > ** 2" * konnte sich
das Verhiltnis der einzelnen Zellen untereinander in den vorhandenen Mischkulturen in P3
bereits wesentlich gedndert haben im Vergleich zu den Zellen der PK.

So ist es auch moglich, dass der in PK durch beide Antikorper markierte Zelltypus (vgl. Abb.
3.19 a, ¢) im weiteren Verlauf das Wachstum der anderen Zellen hemmt und so in P3 die
dominante und fast ausschlieBlich vertretene Zellart darstellt, was sich entsprechend in der

Markierung Grad V dieser Zellen in P3 zeigt (vgl. Abb. 3.19 b, d).
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Gegen diese Theorie, dass es sich bei den von den Antikorpern Anti-H/PI und Anti-H/PII
markierten Zellen in den Zellkulturen des CB-Epithels in PK und P3 um NPE-Zellen handelt,
spricht, dass gerade fiir diese Zellen oft schwierige Kultivierungsbedingungen mit
Dominieren der PE-Zellen beschrieben werden. > 27>

Auch spricht die mikroskopische Beobachtung des Wachstumsverlaufs der Zellen des CB-
Epithels in unseren Versuchen (siehe 3.1.3), die ein reges Wachstum von dem Zelltypus, der
sich in PK nicht markiert darstellte (vgl. Abb. 3.19 a, c), zeigte, gegen diesen
Erklarungsversuch. So scheint auch hier, wie in unseren Versuchen gehduft beobachtet, eine
erst zu spiterem Zeitpunkt verstirkte Expression des Epitops die unterschiedlichen Resultate

der Immunmarkierungen mit den Antikérpern der Versuchsgruppe II an Zellen des CB-

Epithels in PK und P3 zu erkldren.

4.2.2.5 Testung zweier hyalozyten-spezifischer Antikorper

— Zusammenfassung Versuchsgruppe 11

Beide Antikérper Anti-H/PI und Anti-H/PII erfiillten durch die eindeutige Markierung von
Hyalozyten in den verschiedenen Phasen des Wachstums (vgl. Abb. 3.16 a-d, Abb. 3.17 a-c)
eine wichtige Anforderung. Der Vergleich mit den Ergebnissen der Primérkulturen der RPE-
Zellen und Zellen des CB-Epithels in dieser Versuchsgruppe, die jeweils nur schwache
beziehungsweise vollstindig fehlende Markierungen aufwiesen (vgl. Abb. 3.18 a, c, Abb.
3.19 a, c¢), bestitigte die starke Affinitdt beider Antikorper zu der Zellart der Hyalozyten.
Doch die Markierungen Grad V der P3 der CB-Epithel- und RPE-Zellkulturen (vgl. Abb.
3.18 b, d, Abb. 3.19 b, d) zeigen, dass mit diesen Antikdrpern aufgrund antigener
Eigenschaften dieser Zellen, die sich im Wachstumsverlauf verdnderten, keine
Unterscheidung zu den Hyalozyten mehr moglich war (vgl. Abb. 3.16 b, d).

Auch zur Identifizierung der Zellen des nicht pigmentierten CB-Epithels konnten die
Antikorper nur bedingt beitragen. Zwar lief3 sich in allen Versuchen die NPE-Schicht in den
Gewebsschnitten eindeutig anfarben (vgl. Abb. 3.20 a-d) und durch den Nachweis dieses
Epitops zeigten sich weitere Gemeinsamkeiten mit den Hyalozyten, die in allen
Wachstumsphasen deutliche Markierungen mit den Antikdrpern aus Versuchsgruppe 11
zeigten (vgl. Abb. 3.16 a-d, Abb. 3.17 a-c), doch auch hier war, wie unter 4.2.2.4
beschrieben, im weiteren Verlauf des Wachstums der Zellen in Kultur keine sichere

Identifikation der jeweiligen Zellen mehr moglich.
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Weiteren Aufschluss kdnnte ein Versuch der noch spezifischeren Priparation allein der NPE-
Zellen bieten. Doch im Hinblick auf die Reaktion der Antikdrper mit zahlreichen Zellen hétte
eine gesicherte Markierung der NPE-Zellen in Kultur nur eine untergeordnete Rolle.

Im Vergleich lassen die von uns dargestellten sehr dhnlichen Resultate bei der Testung beider
Antikorper der Versuchsgruppe II auf ein Vorliegen von Antikérpern, deren Reaktivitdt sich
auf sehr dhnliche Epitope bezieht, schlieBen. Lediglich die grundsitzlich stirkere Reaktivitit
bei den Immunmarkierungen mit Zellkulturen (siehe 4.2.2.1) sowie die Markierung Grad I
der RPE-Zellen in PK (vgl. Abb. 3.18 ¢) lassen beim AK Anti-H/PII eine Reaktivitdt mit
zusitzlichen Epitopen im Vergleich mit dem AK Anti-H/PI vermuten. Wegen der fehlenden
Markierung der RPE-Zellen in PK (vgl. Abb. 3.18 a) konnte dem AK Anti-H/PI dahingehend
die bessere Eignung als hyalozyten-spezifischer Antikorper zugesprochen werden.

Die von uns beobachteten Verdnderungen der Morphologie der Zellen im Wachstumsverlauf
(siehe 3.1.1, 3.1.2, 3.1.3) spiegeln sich bei den Zellen des RPE und den Zellen des CB-
Epithels in Verdnderungen der immunhistochemischen Eigenschaften wider und zeigten
damit die Grenzen fiir die von uns in Versuchsgruppe II getesteten Antikdrper auf.

Ein weiterer Schritt zur besseren Identifizierung der Zellen in verschiedenen Phasen des
Wachstums konnte die Testung eines eigens hergestellten monoklonalen Antikorpers

darstellen.
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4.3 Markierung der extrazelluliren Matrix mit Alcianblau-Farbstoffen
Im Folgenden werden die Ergebnisse der Markierungen mit Alcianblau-Farbstoffen an

porkinen Zellkulturen diskutiert. Einen Uberblick der Resultate dieser Versuche gibt die
Tabelle 3.7.

4.3.1 Porkine Hyalozyten

Die Hyaluronsdure (HA) stellt das wichtigste Glykosaminoglykan (GAG) des GK dar.
Normalerweise ist in allen GAG eine Sulfatgruppe an Sauerstoff oder Nitrogen gekoppelt,
eine Ausnahme stellt hier die HA dar.®

Fiir die Produktion von HA werden die Hyalozyten verantwortlich gemacht:

Balazs stellte bereits 1954 fest, dass sich Hyalozyten im GK in Gebieten der hochsten HA-
Konzentration befinden und schloss daraus deren Verantwortlichkeit fiir die HA-Produktion.’
Jacobson et al. stellten fest, dass die Hyalozyten iiber die fiir die HA-Produktion nétigen
Enzyme verfligen.*

Weitere Studien zeigten, dass Hyalozyten groBe Mengen an HA produzieren *> ® 7 die
genaue Art der Absetzung der HA ist nach wie vor unklar.

Diese Beteiligung an der Synthese von GAG, insbesondere der HA, sollte in unseren
Versuchen durch die Farbung von extrazellulirer Matrix (ECM) in den Zellkulturen mit
Alcianblau-Farbstoffen verschiedener pH-Wert-Einstellungen gezeigt werden und zur
weiteren Unterscheidung der einzelnen Zelltypen beitragen.

In unseren Experimenten zeigten sich nach Durchfithrung der Alcianblau-Fiarbung (siehe
2.2.3.2.2) mit pH-Wert 2,5 auf den Priparaten mit porkinen Hyalozyten eindeutig blau
markierte interzelludre Strukturen (vgl. Abb. 3.21 b, d). Dadurch war der allgemeine
Nachweis extrazelluldrer GAG, die um die Zellen herum zu finden waren, gelungen.

Die negativen Ergebnisse bei den Farbungen der Hyalozyten mit der Losung des pH-Wertes
1,0 (vgl. Abb. 3.21 a) erlaubten nun die genauere Identifizierung der nachgewiesenen Matrix.
Da mit der Losung, die auf den pH-Wert von 1,0 eingestellt wurde, im hauptsidchlichen
sulfatierte GAG nachgewiesen werden, konnte dadurch geschlossen werden, dass es sich bei
der extrazelluldiren Substanz in den Hyalozyten-Kulturen zum grofiten Teil um nicht
sulfatierte GAG handeln musste.

Durch diese Ergebnisse ist davon auszugehen, dass es sich bei der nachgewiesenen ECM in

unseren Hyalozyten-Zellkulturen hauptsachlich um HA handelt.
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Durch den verstirkten Nachweis in den Gebieten des besonders dichten Wachstums (vgl.
Abb. 3.20 c) bestitigt sich der Zusammenhang von Zelldichte und Menge der
nachgewiesenen ECM. Die intensiven Anfarbungen in den Gebieten der Zellverdichtungen
lassen hier einen besonders aktiven Stoffwechsel vermuten.

Francois et al. berichteten in ihren histochemischen Studien iiber die hohe metabolische
Aktivitdt von Hyalozyten auch in Zellkultur und untersuchten bei den Zellen die Biosynthese
von GAG und Kollagen-Vorldufern. Hierbei stellten sie bei den verwendeten Primédr- und
Subkulturen eine in den ersten 8 Tagen in Kultur steigende Produktion von GAG fest. Nach
genauerer Differenzierung der Matrix ging die Arbeitsgruppe jedoch vom Vorliegen von
hauptséchlich sulfatierten GAG aus, mit den in ihrer Arbeit durchgefiihrten Farbungen lieen
sich weder intra- noch extrazelluldr Markierungen finden. Auch wurde ein Teil der Versuche
nach Vorbehandlung mit boviner Hyaluronidase durchgefiihrt. Der unverdnderte Nachweis
der hauptsdchlich intrazelluldr nachzuweisenden GAG bestitigte fiir Francois et al. das
Fehlen von HA in den Zellkulturen. ™

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen bei den von Francois et al. durchgefiihrten
Markierungen an humanen Hyalozyten ** konnte in einer Arbeit von Nishitsuka et al. bei
porkinen Hyalozyten die Produktion von HA und deren Regulation durch Zytokine gezeigt
werden: nach Herstellung von immortalisierten Hyalozyten-Kulturen durch Plasmid-Transfer
wurde unter anderem mit Hilfe eines HA 'assay kit' die HA Produktion vor allem bei

pathologischen Prozessen gezeigt.®®

Die Tatsache, dass bei den Versuchen von Francois et al. *

mit humanen Hyalozyten kein
Nachweis von HA in vitro gelang, wird durch die Theorie von Bleckmann unterstiitzt, der bei
den von ihm als Fibroblasten bezeichneten Zellen des GK in vitro eine Reduktion der
Produktion von HA zugunsten sulfatierter Mukopolysaccharide (MPS) beschreibt. "

In unseren Versuchen fiihrte die Vorbehandlung mit dem Enzym Hyaluronidase zu einer
teilweisen Ablosung des Zellrasens sowie zu morphologischen Verdnderungen der einzelnen
Zellen (vgl. Abb. 3.22 a, b). Diese Verdnderungen sind auf zellschddigende Wirkungen
dieses Enzyms zuriickzufiihren. Auch die Menge der blau markierten extrazelluldren Matrix
zeigte sich bei der Farblosung mit pH-Wert 2,5 nach Hyaluronidase-Vorbehandlung
vermindert (vgl. Abb. 3.22 b). So kann von einem teilweisen Verdau der urspriinglich
vorhandenen Menge an HA ausgegangen werden, wobei dieser nicht ausreichend war, die
gesamte Menge der gebildeten HA zu entfernen. Aufgrund dieser undifferenzierten Ablosung

sowohl von Zellen als auch von ECM von den Glasplittchen ist die Eignung dieser

Vorbehandlung zur genaueren Charakterisierung der gebildeten GAG in Frage zu stellen.
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Der Nachweis von ECM mit der auf den pH-Wert 2,5 eingestellten Losung (vgl. Abb. 3.21 b,
c) bei fehlendem Nachweis von ECM bei Verwendung der Losung mit pH-Wert 1,0 (vgl.
Abb. 3.21 a) stellt eine wichtige Charakteristik der von uns untersuchten porkinen

Hyalozyten dar.

4.3.2 Porkine Zellen des retinalen Pigmentepithels

Auch fiir die Zellen des RPE ist eine Beteiligung an der Produktion von ECM in vivo und in
vitro bekannt: als die wichtigsten von den RPE-Zellen produzierten GAG bei verschiedenen
Spezies werden Heparansulfat (HS), Dermatansulfat (DS), Chondroitinsulfat (CS) und
Hyaluronsiure (HA) beschrieben. '® 249192

Hierbei variieren die Angaben der prozentualen Anteile der sezernierten Substanzen HS, DS
und CS untereinander, wobei die HA bei den verschiedenen untersuchten Spezies sowohl in
den Primér- als auch in Subkulturen den geringeren Anteil darstellte.'®**!

Untersuchungen der Arbeitsgruppen von Edwards et al. und Stramm et al. fiihrten die relativ
geringe Produktion an HA als Unterscheidungsmerkmal der RPE-Zellen zu Kontrollgruppen
von choroidal-skleralen Fibroblasten, welche zu einem wesentlich groeren Prozentsatz HA
produzieren, an.***!

In unseren Versuchen lieB sich bei den porkinen RPE-Zellen in P3 mit beiden Alcianblau-
Losungen extrazelluldre Matrix markieren: aufgrund der positiven Reaktionen sowohl bei der
Losung mit pH-Wert 2,5 als auch bei pH-Wert 1,0 (vgl. Abb. 3.23 a-d) kann es sich demnach
bei den detektierten Substanzen sowohl um sulfatierte als auch um nicht sulfatierte GAG
handeln (siehe 2.2.4.2.1).

Diese Resultate sind mit den von anderen Autoren dargestellten Erkenntnissen tliber die
Produktion von GAG bei den RPE-Zellen gut zu vereinbaren. '** %%

Wie schon bei den Alcianblau-Farbungen mit den Hyalozyten (vgl. Abb. 3.21 c) lieBen sich
auch bei den RPE-Zellen in den Bereichen des besonders dichten Zellwachstums besonders
deutliche Ansammlungen blau gefdarbter ECM finden (vgl. Abb. 3.23 b, d).

Quantitative Aussagen iiber die entsprechenden prozentualen Anteile der durch die von uns
durchgefiihrte Farbung nachgewiesenen verschiedenen GAG in den RPE-Zellkulturen lassen
sich nicht treffen. Dennoch bieten die unterschiedlichen Resultate der Farbungen mit
verschiedenen pH-Wert-Einstellungen eine Moglichkeit zur Unterscheidung zwischen RPE-

Zellen und Hyalozyten.
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Nach Hyaluronidase-Vorbehandlung war auch bei den RPE-Zellen eine im Vergleich zu den
nicht vorbehandelten Prédparaten geringere Menge an ECM zu sehen (vgl. Abb. 3.24 a, b).
Nachdem die Hyaluronidase hauptsichlich HA verdaut, kann dies ein Hinweis auf die
Digestion der quantitativ im Extrazelluldrraum der Zellkulturen nicht ndher bestimmbaren
HA sein. Bei den Kontrollen nach Hyaluronidase-Vorbehandlung wiirde die angeférbte
Matrix demnach hauptsichlich aus DS, CS und HS bestehen.

Nachdem in unseren Versuchen der Hyaluronidase-Vorverdau jedoch auch zu einer Ablosung
sowohl von Zellen als auch interzelluldrer Matrix fiihrte (vgl. Abb. 3.24 a, b), ist hier von
einer unspezifischen schddigenden Wirkung durch dieses Enzym auszugehen. So kénnen

diese Priparate nicht als Negativkontrolle gewertet werden.

4.3.3 Porkine Zellen des Ziliarkorper-Epithels

Die Ergebnisse der von uns durchgefiihrten Farbungen mit Alcianblau-Farbstoffen an den
Zellen des CB-Epithels zeigten im Vergleich mit den Resultaten der Férbungen an den
Hyalozyten- und RPE-Zellkulturen (vgl. Abb. 3.21 a-c, Abb. 3.23 a-d) einen deutlich
geringeren Nachweis Alcianblau-positiver extrazelluldrer Substanzen bei den Ldsungen
beider pH-Werte (vgl. Abb. 3.25 a, b).

Diese Ergebnisse weisen auf das Vorhandensein geringer Mengen interzelluldrer GAG hin.
Durch unsere Priparationsmethode fiir die Zellkulturen des CB-Epithels (siche 2.2.1.2)
befanden sich in erster Linie pigmentierte und nicht pigmentierte CB-Epithel-Zellen in der
PK. Jedoch konnte das eventuelle Vorliegen einer geringen Menge von Zellen des CB-
Stromas nicht sicher ausgeschlossen werden. Des Weiteren kann keine definitive Aussage
iiber den weiteren Wachstumsverlauf der einzelnen Zellen und ihren entsprechenden Anteil
in den Zellkulturen der P3 gemacht werden (siehe 3.1.3 und 4.1.3).

Fiir die Zellen des CB-Epithels sind grundsétzlich sekretorische Funktionen bekannt - ¥,
iiber die mogliche Produktion von GAG gibt es nur wenige Untersuchungen:

so berichten Zimmermann et al. {iber die Produktion von HA bei Zysten und Tumoren des
CB."”

Interessante Erkenntnisse liefert die Arbeit von Rittig et al.: die Arbeitsgruppe untersuchte
das anteriore Segment der Augen von Primaten nach HA produzierenden Zellen. Hierbei
verwendeten sie einen polyklonalen Antikorper gegen das Enzym HA-Synthase. Sie stellten
eine besonders intensive Anfarbung in der NPE-Schicht des CB-Epithels fest. Die stirksten

Reaktionen lieBen sich im Bereich der pars plana konstatieren. Daraus schlossen die Autoren,
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dass diese Zellen, zusammen mit den Hyalozyten, fiir die Produktion von HA verantwortlich
sind.”

Die Ergebnisse der Alcianblau-Markierungen in unseren Versuchen konnen das
Vorhandensein extrazelluldrer HA in den Zellkulturen des CB-Epithels widerspiegeln: im
Vergleich zu den Resultaten der Alcianblau-Férbungen mit der Losung des pH-Werts 1,0
lieBen sich mit der auf einen pH-Wert von 2,5 eingestellten Losung mehr extrazelluldre
Strukturen nachweisen (vgl. Abb. 3.25 a, b, 3,26 b). Dies wiirde fiir das Vorliegen von
hauptsichlich nicht sulfatierten extrazelluliren GAG — extrazelluldirer HA entsprechend — in
den Zellkulturen des CB-Epithels sprechen (siehe 2.2.4.2.1).

Da jedoch bei den Losungen beider pH-Wert-Einstellungen blau gefirbte Matrix in den
Kulturen des CB-Epithels gezeigt werden konnten, kann es sich bei den detektierten GAG
nicht ausschlielich um HA handeln. Nach dem derzeitigen Wissensstand gibt es keine
eindeutigen Erkenntnisse iiber die Produktion weiterer GAG durch die Zellen des CB-
Epithels.

1. " und Zimmermann et al. '”’, die eine Beteiligung des

So liefern die Arbeiten von Rittig et a
CB-Epithels an der Produktion von HA vermuten, Erlduterungen fiir die Resultate unserer
Alcianblau-Farbungen mit Zellen des CB-Epithels und machen das Vorliegen von HA, die
durch die Zellen des CB-Epithels in vitro produziert wurde, wahrscheinlich.

Der Zellkulturverlauf der von uns aus dem CB-Epithel priparierten Zellen (siche 2.2.1.2)
zeigte Mischkulturen mit Vorhandensein verschiedenartiger Zellen (siehe 3.1.3).

Ohne eine spezifischere Charakterisierung der detektierten extrazelluldren Matrix in den CB-
Epithel-Kulturen (vgl. Abb. 3.25 a, b, Abb. 3.26 b) kann keine genauere Identifikation der
markierten GAG oder der fiir deren Synthese verantwortlichen Zellen getroffen werden.
Trotzdem liefern unsere Ergebnisse der Alcianblau-Féarbungen mit den Zellkulturen des CB-
Epithels wichtige Erkenntnisse: im Vergleich mit den Resultaten der Férbungen der
Hyalozyten- (vgl. Abb. 3.21 b, c¢) und RPE-Zellkulturen (3.23 a-d) ist bei den Zellen des CB-
Epithels deutlich weniger ECM zu finden (vgl. 3.25 a, b), weshalb bei diesen Zellen von
einer wesentlich geringeren Produktion von GAG ausgegangen werden kann.

Die Hyaluronidase-Vorbehandlung bewirkte auch bei den Zellkulturen des CB-Epithels eine
starke Verminderung der ECM im Vergleich mit den nicht behandelten Préparaten: dies
filhrte dazu, dass auf den Priparaten, bei denen die Losung mit pH-Wert 1,0 verwendet
worden war, keine blau angefarbte ECM zu sehen war (vgl. Abb. 3.26 a).

Auf den Préparaten, die mit der Farbstoff-Losung mit pH-Wert 2,5 inkubiert wurden, lieBen

sich nur noch geringe Mengen an extrazelluldrer Matrix nachweisen (vgl. Abb. 3.26 b).
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Die zellschddigenden Wirkungen des Enzyms waren bei den Zellkulturen des CB-Epithels
ebenfalls deutlich zu sehen (vgl. Abb. 3.26 a, b).

4.3.4. Charakterisierung der Zellen anhand der extrazelluliren Matrix — Zusammenfassung

Alcianblau-Fiarbungen

Die von uns durchgefiihrte Markierung der ECM in den Zellkulturen mit Alcianblau-
Farbstoffen stellt eine sehr einfache und schnell durchfiihrbare Methode zur weiteren
Charakterisierung der von uns untersuchten Zellen dar.

Mit Hilfe dieser Farbungen mit Losungen unterschiedlicher pH-Wert-Einstellung war eine
eindeutige Unterscheidung von Hyalozyten- (vgl. Abb. 3.21 a-c, Abb. 3.22 a, b) und RPE-
Zellen (Abb. 3.23 a-d, Abb. 3.24 a, b) mdglich.

Die Zellen des CB-Epithels wiesen im Vergleich zu den Hyalozyten und RPE-Zellen
geringere Mengen an ECM auf (vgl. Abb. 3.25 a, b, 3.26 b). Es zeigten sich Hinweise, dass
es sich bei der extrazelluliren Matrix in den Zellkulturen des CB-Epithels — wie auch bei den
Hyalozyten-Kulturen — im hauptsdchlichen um HA handelt.

Weitere Untersuchungen mit quantitativer Bestimmung der GAG konnten zur eindeutigen
Unterscheidung der Zellen des CB-Epithels von Hyalozyten und RPE-Zellen beitragen.

Auch eine spezifischere Praparation der Zellen des CB-Epithels konnte einen ndchsten Schritt
darstellen, genauere Erkenntnisse iiber die jeweilige Beteiligung der verschiedenen Zellen
aus den Mischkulturen an der Produktion von GAG zu gewinnen.

Vor allem im Hinblick auf die Ergebnisse der Arbeit von Rittig et al., die neben den
Hyalozyten die Zellen des NPE fiir die HA-Synthese verantwortlich machen,”® wiirde der
Vergleich zwischen diesen beiden Zellarten wichtige Erkenntnisse liefern.

In unseren Experimenten zeigte sich die Vorbehandlung mit dem Enzym Hyaluronidase nicht
als Negativkontrolle geeignet. Die Beurteilbarkeit der Prdparate war durch die
zellschddigenden Wirkungen des Enzyms eingeschriankt, zudem war nur ein teilweiser
Verdau der gefiarbten ECM zu sehen, was auch die Unterscheidung zwischen HA und den
anderen vorhandenen GAG schwierig machte (vgl. Abb. 3.22 a, b, Abb. 3.24 a, b, Abb. 3.26
b).

Die Resultate der von uns durchgefiihrten Immunmarkierungen in Versuchsgruppe I (siche
3.2.2) ergaben teilweise immunhistochemische Unterschiede zwischen den porkinen und

humanen Zellen.
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Eine Studie von Weber et al. zeigte unter identischen Versuchsbedingungen eine im
Vergleich zu humanen Zellen etwa nur halb so grole Menge an synthetisierter HA und
Kollagen bei porkinen Hyalozyten.'®

Als néchster Schritt kann somit die Durchfiihrung der Markierungen mit Alcianblau-

Farbstoffen an Zellen von humanen Spendern weitere Erkenntnisse bringen.
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5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, Zellen aus dem GK-Raum zu charakterisieren im Hinblick auf ein
Potential dieser Zellen zur Regeneration von korpereigenem GK-Gewebe. Im Fokus der Arbeit
standen die Hyalozyten und die Zellen des CB-Epithels, as Kontrollgruppe dienten die Zellen des
RPE.

Durch die Beobachtung der Zellkulturen in den einzelnen Passagen konnten wertvolle Erkenntnisse
beziiglich des typischen Wachstumsverhaltens sowie individueller morphologischer Besonderheiten
der jeweiligen Zellen gewonnen werden.

Bei alen drel untersuchten Zellarten zeigten sich Verénderungen der Zellmorphologie im Laufe der
Passagen, die die wichtige Bedeutung einer Charakterisierung der Zellen unabhéngig von
morphol ogischen Kriterien deutlich machen.

Durch die immunhistochemischen Markierungen mit Antikorpern konnten die Zellen weiter
definiert werden.

Durch die Immunmarkierungen der Versuchsgruppe | mit den kommerziell erhdtlichen
Antikérpern Anti-CD-68, Anti-S-100 und Anti-S-100-A2 lief3en sich typische Eigenschaften fir die
jeweiligen Zelltypen erkennen.

Auch konnten wir gemeinsame immunhistochemische Charakteristika von Hyalozyten und Zellen
des CB-Epithels aufzeigen.

Zudem fanden wir mal3gebliche Unterschiede der Reaktivitat zwischen humanem und porkinem
Gewebe.

Die durch Immunisierung von Versuchstieren hergestellten Antikorper Anti-H/PI und Anti-H/PII,
die in Versuchsgruppe Il getestet wurden, erwiesen sich als sehr sensitiv und bewirkten die
Markierung von Hyalozyten sowohl in Gewebsschnitten als auch in Zellkulturen verschiedener
Passagen. In Bezug auf die Spezifitét erfillten die Antikorper jedoch nur teilweise die an sie
gestellten Anforderungen.

Bei den Markierungen mit Antikérpern beider Versuchsgruppen stellten die von uns festgestellten
Veranderungen der Expression der Zellmarker und die Veranderung der immunhistochemischen
Charakteristika im Verlauf des Wachstums der Zellen ein Problem bei der Identifizierung der
unterschiedlichen Zelltypen dar.

Mit der Charakterisierung der Zellen anhand deren Expression an ECM durch die Markierung mit
Alcianblau-Farbstoffen zeigten wir schliefdlich eine rasch und einfach durchfiihrbare Methode, die
eine Unterscheidung zwischen Hyalozyten, RPE-Zellen und Zellen des CB-Epithels mdglich
macht.
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Auch zeigten sich Hinweise auf Gemeinsamkeiten von Hyalozyten und Zellen des CB-Epithelsin
Bezug auf die Produktion extrazellularer Matrix.

Jedoch ermoglichten diese Untersuchungen keine definitiven Aussagen Uber die genauen Anteile
der unterschiedlichen Zelltypen in den Mischkulturen des CB-Epithels.

Diese grundlegende Schwierigkeit der Identifizierung der NPE-Zellen des CB-Epithels in Kultur
zeigte sich in dlen von uns durchgefuhrten Versuchen. Aufgrund der Verénderungen der
Zelleigenschaften im  Verlauf des Wachstums bot der Vergleich der Ergebnisse der
Immunmarkierungen der NPE-Zellschicht auf den Gewebsschnitten mit den Zellen des CB-
Epithelsin Kultur geringere Moglichkeiten zur Identifizierung dieser Zellen als erwartet.

Ein ndchster konsequenter Schritt wére die Entwicklung einer Methode zur noch spezifischeren
Préparation der NPE-Zellen.

Die von unsin dieser Arbeit festgestellten wichtigen Gemeinsamkeiten von Hyalozyten und Zellen
des CB-Epithels konnen so ndher untersucht werden, um weitere Erkenntnisse Uber diese Zelltypen
und ihre potentielle Bedeutung als GK-Vorlauferzellen zu gewinnen.

Dies wirde eilnen weiteren entscheidenden Schritt auf dem Weg zum zellbasierten Glaskorper-
Ersatz darstellen.
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Abb. 3.1: Wachstum der porkinen Hyalozyten................coooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 42
a) Porkiner Hyalozyt (PK): Einzelzelle nach Anwachsen auf dem
Boden der Zellkulturflasche (VergréBerung 20-fach, Zoom-Faktor 5,7)
b) Porkine Hyalozyten (P1): Formveridnderung der Zellen nach Anwachsen
auf dem Boden der Zellkulturflasche in die langliche Form,
Ausbildung von Zellausldufern (Vergroferung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
¢) Porkine Hyalozyten (P1): Zellen im dichten Wachstum, lingliche Zellkorper,
intrazytoplasmatische Granula deutlich zu erkennen
(VergroBerung 20-fach, Zoom-Faktor 4,0)
d) Porkine Hyalozyten (P2): konfluentes Wachstum der Zellen, 'fischzug-artig'
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
Abb. 3.2: Wachstum der humanen Hyalozyten.... e 43
a) Humane Hyalozyten (P3): Zellen nach dem Anwachsen langhche Zellkorper
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
b) Humane Hyalozyten (P3): konfluentes, 'fischzug-artiges' Wachstum
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
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a) Porkine RPE-Zellen (PK): Wachstum der Zellen konzentrisch vom Gewebe
ausgehend, 'pflasterstein-artig' (VergroBerung 20-fach, Zoom-Faktor 4,0)
b) Porkine RPE-Zellen (PK): ldngliches Wachstum der Zellen im Randbereich,
deutlich sichtbares Pigment (Vergrofierung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)
¢) Porkine RPE-Zellen (P1): Zellen im dichten Wachstum, teils 'pflasterstein-artig’,
teils ldnglich (VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)
d) Porkine RPE-Zellen (P2): Zellen im dichten Wachstum, groBteils ldngliche Zellform,
kein sichtbares Pigment mehr vorhanden (VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
Abb. 3.4: Wachstum der humanen RPE-Zellen
a) Humane RPE-Zellen (P3): Einzelzellen nach Anwachsen, Zellausldufer
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
b) Humane RPE-Zellen (P3): Zellen im konfluenten Wachstum
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)
Abb. 3.5: Wachstum der porkinen Zellen des Ziliarkdrper-Epithels..........ccccccveeviiiiniieennnenen. 48/49
a) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): groB3e Einzelzelle mit rund-ovalem
Zellkorper, umgeben von langlichen Zellen
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)
b) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): typisches Wachstumsmuster nach Adhésion
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
¢) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): dichter Zellrasen langlicher Zellen,
deutlich pigmenthaltig (VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 5,7)
d) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): Zellen wenige Stunden nach Priparation,
grof3e, ovale Einzelzelle, pigmenthaltig, umgeben von ldnglichen Zellen
(VergroBerung 10-fach, ohne Zoom)
e) Porkine Zellen des CB-Epithels (P2): dichtes Wachstum, langliche Einzelzellen
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
f) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): dichtes Wachstum, runder Zellkorper
(VergroBierung 20-fach, Zoom-Faktor 4,0)
g) Porkine Zellen des CB-Epithels (P1): dichtes Wachstum langlicher
Zellen, Pigmentgehalt deutlich abnehmend
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
h) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): dichtes Wachstum lénglicher Zellen, grof3e
Einzelzelle, kein intrazelluldres Pigment
(VergroBerung 20-fach, Zoom-Faktor 4,0)
1) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): konfluentes, langliches Wachstum
(VergroBerung 10-fach, Zoom-Faktor 4,0)
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Abb. 3.6: Versuchsgruppe I: PositivKontrollen...........cceeccvieeiiieeciieeiiiecie e 51
a) Positivkontrolle: Humane Tonsille nach Inkubation
mit Antikérper Anti-CD-68 (Vergrofierung 20-fach)
b) Positivkontrolle: Humane Tonsille nach Inkubation
mit Antikorper Anti-S-100 (VergroBerung 20-fach)
¢) Positivkontrolle: Humane Tonsille nach Inkubation
mit Antikdrper Anti-S-100-A2 (Vergroferung 20-fach)
Abb. 3.7: Versuchsgruppe I und II: Negativkontrollen.............cccooeeviieeiiieeciiecieeceeece e 52
a) Negativkontrolle: Porkine Hyalozyten (P3) (VergroBerung 20-fach)
b) Negativkontrolle: Paraffinschnitt porkines Auge mit Ziliarkorper-Epithel (Vergr. 40-fach)
Abb. 3.8: Versuchsgruppe I: Zellkulturen porkine Hyalozyten............c.ccoevceeeiieniiniiieninniiienns 54/55
a) Porkine Hyalozyten (PK): Mark. Grad II mit Antikérper Anti-S-100 (Vergr. 40-fach)
b) Porkine Hyalozyten (P3): Mark. Grad II mit Antikérper Anti-S-100 (Vergr. 20-fach)
¢) Porkine Hyalozyten (PK): Mark. Grad IV mit Antikorper Anti-S-100-A2 (Vergr. 20-fach)
d) Porkine Hyalozyten (P3): Mark. Grad V mit Antikérper Anti-S-100-A2 (Vergr. 20-fach)
e) Porkine Hyalozyten (P3): Keine Mark. mit Antikdrper Anti-CD-68 (Vergr. 10-fach)
Abb. 3.9: Versuchsgruppe I: Porkiner Glaskorper mit Hyalozyten...........ccceeevveeeiieeeiieeeneeenee. 55/56
a) Porkiner GK mit Hyalozyten: Keine Markierung mit Antikdrper Anti-CD-68
(Vergr. 20-fach)
b) Porkiner GK mit Hyalozyten: Keine Markierung mit Antikérper Anti-S-100
(Vergr. 20-fach)
¢) Porkiner GK mit Hyalozyten: Keine Markierung mit Antikérper Anti-S-100-A2
(Vergr. 20-fach)
Abb. 3.10: Versuchsgruppe I: Zellkulturen humane Hyalozyten.............ccccoeevvveeiiiinieeinieeeneen. 57/58
a) Humane Hyalozyten (P3): Markierung Grad IV mit Antikorper Anti-S-100
(VergroBerung 10-fach)
b) Humane Hyalozyten (P3): Markierung Grad IV mit Antikdrper Anti-S-100
(VergroBerung 20-fach)
¢) Humane Hyalozyten (P3-aufgetaute Zellen): keine Markierung mit Antikorper
Anti-S-100 (VergroBerung 10-fach)
d) Humane Hyalozyten (P3): keine Markierung mit Antikdrper Anti-S-100-A2
(VergroBerung 10-fach)
¢) Humane Hyalozyten (P3): keine Markierung mit Antikdrper Anti-CD-68
(VergroBerung 20-fach)
Abb. 3.11: Versuchsgruppe I: Kulturen porkine RPE-Zellen.................coovviiiiiiiiiiiinin 59/60
a) Porkine RPE-Zellen (PK): Markierung Grad IV mit Antikorper Anti-S-100-A2,
eindeutig markierte neben nicht markierten Zellen (Vergr. 40-fach)
b) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit Antikorper Anti-S-100-A2
(Vergr. 40-fach)
c¢) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit Antikdrper Anti-S-100-A2
(Vergr. 10-fach)
d) Porkine RPE-Zellen (PK): Keine Markierung mit Antikdrper Anti-S-100
(Vergr. 40-fach)
e) Porkine RPE-Zellen (P3): Keine Markierung mit Antikorper Anti-S-100
(Vergr. 20-fach)
f) Porkine RPE-Zellen (PK): Keine Markierung mit Antikdrper Anti-CD-68
(Vergr. 40-fach)
g) Porkine RPE-Zellen (P3): Keine Markierung mit Antikoérper Anti-CD-68
(Vergr. 40-fach)
Abb. 3.12: Versuchsgruppe I: Kulturen humane RPE-Zellen.............ccccoeeviiiiiiiiiniiiiiieeee 61
a) Humane RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit Antikdrper Anti-CD-68
(Vergr. 10-fach)
b) Humane RPE-Zellen (P3): Keine Markierung mit Antikdrper Anti-S-100
(Vergr. 40-fach)
¢) Humane RPE-Zellen (P3): Keine Markierung mit Antikdrper Anti-S-100-A2
(Vergr. 20-fach)
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Abb. 3.13: Versuchsgruppe I: Kulturen porkine Zellen des Ziliarkorper-Epithels..................... 63/64
a) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): Markierung Grad II mit Antikdrper
Anti-S-100-A2, eindeutig markierte neben nicht markierten Zellen (Vergr. 20-fach)
b) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad II mit Antikorper
Anti-S-100-A2, typisches Verteilungsmuster der markierten Zellen (Vergr. 10-fach)
c¢) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad II mit Antikdrper
Anti-S-100-A2, typisches Verteilungsmuster der markierten Zellen (Vergr. 20-fach)
d) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad II mit Antikorper
Anti-S-100-A2, eindeutig markierte neben nicht markierten Zellen (Vergr. 40-fach)
e) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad I mit Antikdrper Anti-S-100
(Vergr. 20-fach)
f) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Keine Markierung mit Antikérper Anti-CD-68
(Vergr. 20-fach)
Abb. 3.14: Versuchsgruppe I: Gewebsschnitte porkines Auge mit Ziliarkorper............cccoe....... 64/65
a) Gewebsschnitt porkines Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikdrper Anti-CD-68 (Vergroferung 20-fach)
b) Gewebsschnitt porkines Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikdrper Anti-S-100 (VergroBerung 10-fach)
c) Gewebsschnitt porkines Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikdrper Anti-S-100-A2 (VergroBerung 20-fach)
Abb. 3.15: Versuchsgruppe I: Gewebsschnitte humanes Auge mit Ziliarkorper......... ...66
a) Gewebsschnitt humanes Auge mit Ziliarkorper: deutliche Markierung der NPE- Zellschlcht
des CB-Epithels im Bereich der pars plana mit Antikorper Anti-S-100 (Vergr. 20-fach)
b) Gewebsschnitt humanes Auge mit Ziliarkorper: deutliche Markierung der NPE-Zellschicht
des CB-Epithels im Bereich der pars plicata mit Antikdrper Anti-S-100 (Vergr. 20-fach)
c) Gewebsschnitt humanes Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikdrper Anti-S-100-A2 (VergroBerung 40-fach)
d) Gewebsschnitt humanes Auge mit Ziliarkorper: keine Markierung des CB-Epithels
mit Antikérper Anti-CD-68 (Vergrofierung 40-fach)
Abb. 3.16: Versuchsgruppe II: Zellkulturen porkine Hyalozyten..........c.cccccevveveiviniinenncnnne 69
a) Porkine Hyalozyten (PK): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 20-fach)
b) Porkine Hyalozyten (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 20-fach)
c¢) Porkine Hyalozyten (PK): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PII
(VergroBerung 20-fach)
d) Porkine Hyalozyten (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PII
(VergroBerung 40-fach)
Abb. 3.17: Versuchsgruppe II: Porkiner Glaskdrper mit Hyalozyten.........c..ccoceeeeniincniinennns 70
a) Porkiner GK mit Hyalozyten: Markierung Grad II mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 20-fach)
b) Porkiner GK mit Hyalozyten: deutliche Markierung der Zellen
mit AK Anti-H/PI (Vergroferung 40-fach)
c¢) Porkiner GK mit Hyalozyten: Markierung Grad II mit AK Anti-H/PII
(VergroBerung 20-fach)
Abb. 3.18: Versuchsgruppe II: Kulturen porkine RPE-Zellen............c.ccoooiiiiiiiiniiininieen, 72
a) Porkine RPE-Zellen (PK): Keine Markierung mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 10-fach)
b) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 40-fach)
¢) Porkine RPE-Zellen (PK): Markierung Grad I mit AK Anti-H/PII
(VergroBerung 20-fach)
d) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung Grad V AK Anti-H/PII
(VergroBerung 40-fach)
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Abb. 3.19: Versuchsgruppe II: Kulturen porkine Zellen des Ziliarkorper-Epithels................... 73/74
a) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): Markierung Grad I mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 10-fach)
b) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 20-fach)
¢) Porkine Zellen des CB-Epithels (PK): Markierung Grad I mit AK Anti-H/PII
(VergroBerung 20-fach)
d) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung Grad V mit AK Anti-H/PII
(VergroBerung 20-fach)
Abb. 3.20: Versuchsgruppe II: Gewebsschnitte porkines Auge mit Ziliarkorper...................... 75
a) Gewebsschnitt porkines Auge mit CB: Markierung der NPE-Zellschicht
(Bereich pars plana) und der angrenzenden Hyalozyten mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 20-fach)
b) Gewebsschnitt porkines Auge mit CB: Markierung der NPE-Zellschicht
(Bereich pars plicata) mit AK Anti-H/PI
(VergroBerung 20-fach)
¢) Gewebsschnitt porkines Auge mit CB: Markierung der NPE-Zellschicht
(Bereich pars plana) und der angrenzenden Hyalozyten mit AK Anti-H/PII
(VergroBerung 40-fach)
d) Gewebsschnitt porkines Auge mit CB: Markierung der NPE-Zellschicht
(Bereich pars plana) sowie eines angrenzenden Hyalozyten mit AK Anti-H/PII
(VergroBerung 20-fach)
Abb. 3.21: Alcianblau-Fiarbungen ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine Hyalozyten..77
a) Porkine Hyalozyten (P3): kein Nachweis extrazelluldrer Matrix bei pH-Wert 1,0
(VergroBerung 10-fach)
b) Porkine Hyalozyten (P3): Markierung der extrazelluldren Matrix bei pH-Wert 2,5
(VergroBerung 10-fach)
¢) Porkine Hyalozyten (P3): deutliche Markierung der extrazelluldren Matrix im Bereich
des dichten Zellwachstums bei pH-Wert 2,5 (VergroBerung 10-fach)
Abb. 3.22: Alcianblau-Fiarbungen mit Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine Hyalozyten....78
a) Porkine Hyalozyten (P3): kein Nachweis extrazelluldrer Matrix bei pH-Wert 1,0,
deutliche Verdnderung der Zellmorphologie durch enzymatische Vorbehandlung
(VergroBerung 10-fach)
b) Porkine Hyalozyten (P3): Nachweis extrazelluldrer Matrix bei pH-Wert 2,5,
Veranderung der Zellmorphologie durch enzymatische Vorbehandlung
(VergroBerung 10-fach)
Abb. 3.23: Alcianblau-Firbungen ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine RPE-Zellen..79/80
a) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung der extrazelluliren Matrix bei pH-Wert 1,0
(VergroBerung 10-fach)
b) Porkine RPE-Zellen (P3): deutliche Markierung der extrazelluliren Matrix
im Bereich des dichten Zellwachstums bei pH-Wert 1,0 (VergroBerung 20-fach)
c¢) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung der extrazelluliren Matrix bei
pH-Wert 2,5 (VergroBerung 10-fach)
d) Porkine RPE-Zellen (P3): deutliche Markierung der extrazelluldren Matrix
im Bereich des dichten Zellwachstums bei pH-Wert 2,5 (VergroBerung 20-fach)
Abb. 3.24: Alcianblau-Fiarbungen mit Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine RPE-Zellen... 81
a) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung der extrazelluliren Matrix bei pH-Wert 1,0,
deutliche Verdnderung der Zellmorphologie durch enzymatische Vorbehandlung
(VergroBerung 10-fach)
b) Porkine RPE-Zellen (P3): Markierung der extrazelluldren Matrix bei pH-Wert 2,5,
deutliche Veridnderung der Zellmorphologie durch enzymatische Vorbehandlung
(VergroBerung 20-fach)
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Abb. 3.25: Alcianblau-Farbungen ohne Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine Zellen des
ZiarkOrper-EPithels........ooouiiiiiiiieiecicce e 82
a) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung geringer Mengen an
extrazelluldrer Matrix bei pH-Wert 1,0 (VergroBerung 10-fach)
b) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung geringer Mengen an
extrazelluldrer Matrix bei pH-Wert 2,5 (VergroBerung 10-fach)
Abb. 3.26: Alcianblau-Fiarbungen mit Hyaluronidase-Vorbehandlung: Porkine Zellen des
ZiliarkOrper-Epithels........oooiiiiii e 83
a) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Kein Nachweis von extrazelluldrer Matrix
bei pH-Wert 1,0 nach enzymatischer Vorbehandlung,
deutliche Verdnderung der Zellmorphologie (VergroBerung 10-fach)
b) Porkine Zellen des CB-Epithels (P3): Markierung geringer Mengen an extrazellularer
Matrix bei pH-Wert 2,5, deutliche Veridnderung der Zellmorphologie durch
enzymatische Vorbehandlung (VergroBerung 20-fach)
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