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1. Einleitung

1.1Lichtenergie und Photorezeptoren

Das optische System des Auges besteht aus der Kornea, den mit
Kammerwasser gefillten vorderen und hinteren Augenkammern, der als Blende
dienenden Iris, der Linse und dem Glaskorper. Ins Auge einfallende
Lichtstrahlen werden von diesem Linsensystem in optimaler Weise so
gebrochen, dass sie sich auf der Netzhaut treffen und dort ein umgekehrtes und
verkleinertes Bild der Umwelt entwerfen. Sie werden von den in den
Lichtrezeptoren (Stabchen und Zapfen) enthaltenen Sehfarbstoffen (Rhodopsin
und Jodopsine) absorbiert und fihren zu deren Zerfal. Es kommt zu einer
Umwandlung der Lichtenergie in ein elektrisches Signal, welches zu einer
Anderung des Membranpotentials der Photorezeptoren fihrt. Ab einer
gewissen Hohe dieses Membranpotentials kommt es zum Erreichen einer
Reizschwelle in den nachgeschalteten Ganglienzellen und zur Auslésung von
Aktionspotentialen. Diese werden Uber die Axone der Ganglienzellen, die den
Nervus opticus bilden flr die zentrale Verarbeitung an Thalamus und Kortex
weitergeleitet (1).

Damit die Lichtenergie umgesetzt werden kann, muss die ungestorte Funktion
der in der Netzhaut enthaltenen Photorezeptoren und der sie versorgenden
Strukturen gegeben sein. Wichtig flr die Versorgung mit Nahrstoffen und den
Abtransport anfallender Abfallstoffe sind die direkt an die AuRenglieder der
Photorezeptoren angrenzenden retinalen Pigmentepithelzellen (RPE- Zellen)
und die darunter liegende Aderhaut (Choroidea), uber welche die

Blutversorgung der Photorezeptoren und der RPE- Zellen stattfindet.



1.2 Netzhaut

Die Netzhaut ist entwicklungsgeschichtlich ein vorgeschobener Teil des
Gehirns. Sie gliedert sich in die Pars caeca retinae und die Pars optica retinae.
An der Ora serrata, einer gezackte Linie , die vor dem Aquator des Auges liegt,
gehen die beiden Teile der Netzhaut ineinander Uber. Die Pars caeca, der
lichtunempfindliche Teil, liegt vor der Ora serrata und Uberzieht als
zweischichtiges Epithel Ziliarkorper und Iris.

Die Pars optica ist aus zwei Blattern aufgebaut und kleidet die hintere innere
Oberflache des Auges aus.

Wahrend der Embryonalperiode bildet sich aus dem inneren Blatt des
Augenbechers das Stratum nervosum retinae, aus dem aufleren Blatt das
Stratum pigmentosum retinae. Beide Blatter legen sich aufeinander, ohne
jedoch miteinander zu verwachsen.

Das aulere Blatt besteht aus einem einschichtigen, isoprismatischen Epithel
(retinales Pigmentepithel s.u.) und ist nur an der Ora serrata sowie der Papilla
nervi optici fest mit dem Stratum nervosum (inneres Blatt) verwachsen, reicht
aber mit seinen Fortsatzen zwischen die Aulenglieder der Stabchen und
Zapfen und bildet mit ihnen eine funktionelle Einheit.

Das innere Blatt wird in neun Schichten unterteilt und enthalt Photorezeptoren
(1.Neuron), bipolare Schaltzellen (2.Neuron), multipolare Ganglienzellen
(3.Neuron) sowie retinale Gliazellen und die Nervenzellen fir die
Quervernetzung der Neurone (Horizontalzellen und amakrine Zellen).

Die aulere Kornerschicht enthalt die Zellkérper der Photorezeptoren, die innere
diejenigen der bipolaren Ganglienzellen sowie der Horizontalzellen, der
amakrinen Zellen und der Gliazellen. Die Zellkérper der multipolaren
Optikusganglienzellen liegen in der Ganglienzellschicht.

In den dazwischen liegenden plexiformen Schichten liegen die Synapsen.

Die Synapsen zwischen 1. und 2. Neuron liegen in der auferen plexiformen
Schicht; in diese schalten sich auch die Horizontalzellen ein.

In der inneren plexiformen Schicht liegen die Synapsen zwischen 2. und 3.

Neuron sowie den amakrinen Zellen.



Der Zusammenhalt der Neurone wird durch die Neuroglia, vor allem die
Mdallerschen Stitzzellen gewahrleistet. lhre Zellfortsatze erstrecken sich
einerseits bis in die Membrana limitans externa, von der aus sie mit Mikrovilli
zwischen die Stabchen und Zapfen reichen, andererseits mit pinselartigen
Stltzpfeilern bis in die Membrana limitans interna (innerste Schicht des Stratum
nervosum). Unter der Membrana limitans interna verlaufen in der
Nervenfaserschicht die Axone der Optikusganglienzellen zur Papilla nervi optici.
Zwischen Membrana limitans externa und dem Pigmentepithel liegt das
Stratum neuroepitheliale mit den Aufengliedern der Stabchen und Zapfen. Es

bildet die aulRerste Schicht des Stratum nervosum (2).

1.3 Photorezeptoren

Die Rezeptorschicht des Auges enthalt etwa 120 Millionen Stabchen und 6-7
Millionen Zapfen. Die beiden Rezeptorsysteme sind ahnlich aufgebaut.

Sie bestehen aus einem Aulien- und einem Innenglied, einem Perykarion und
einem nach innen gerichteten Fortsatz mit Endkolben bzw. Endknépfchen.

Die AulRenglieder sind die eigentlichen Reizaufnahmeorgane. Sie bestehen aus
dicht aufeinander gestapelten Membranscheibchen bzw. Membranblasschen
(Zapfen), die aus Einstllpungen der Zellmembran hervorgehen. In diesen
Membranscheibchen sind die Photopigmente Iokalisiert. Die Stabchen
enthalten Rhodopsin und die Zapfen Jodopsin.

Die Sehfarbstoffe haben die Fahigkeit, Lichtquanten zu absorbieren, wobei sie
eine chemische Umwandlung durchmachen.

Die Innenglieder der Photorezeptoren sind reich an Zellorganellen
(Mitochondrien, Golgie- Apparat, Granula). Sie sind die ,Stoffwechselorgane®
der Rezeptoren. Durch einen zilienartigen Verbindungsfaden hangen Aulien-
und Innenglied miteinander zusammen.

Die Membraneinscheibchen werden von den Innengliedern gebildet und
wandern von der Basis des Auldengliedes bis zu seiner Spitze, von wo aus sie
in das Pigmentepithel Ubertreten und dort aufgelést werden. Dieser Durchlauf

dauert beim Sauger ungefahr 7-10 Tage (1,2).



1.4 Makula

Die Macula lutea ist eine in der zentralen Retina gelegene 5-6mm breite Zone
welche nur Zapfen enthalt. Hier wird das beste Farbsehen und die grofte
Sehscharfe erreicht (2).

1.5 Aderhaut

Uber die Aderhaut (Choroidea) erfolgt die Blutversorgung der Photorezeptoren
und des retinalen Pigmentepithels. Sie gliedert sich von aufien nach innen in
drei Schichten: die lamina vasculosa liegt der Sklera an, darauf folgt die lamina

choroidokapillaris, dann die Bruch-Membran, die den RPE- Zellen anliegt (2).

1.6 Membrana limitans interna (ILM)

Die ILM ist die Basalmembran der Pars optica der Retina. Zu ihr gehoren alle
Strukturen, die zwischen dem Glaskérper und der Plasmamembran der
Mdllerzellen liegen. Sie besteht aus drei Schichten, der Lamina rara interna, der
Lamina rara externa und der Lamina densa (3,4). Die der Plasmamebran der
Mdullerzellen anliegende Lamina rara interna hat eine irregulare, gewellte
Oberflache. Die dem Glaskdrper zugewandte Lamina rara externa ist glatt (5).
Zwischen diesen beiden Schichten liegt die Lamina densa.

Uber der Fovea und am Rand der Retina ist sie sehr diinn, wahrend sie am
hinteren Fundus wieder an Dicke zunimmt und starker gefaltet ist. Auch in
dieser Region nimmt die Dicke aber Uber den Gefalien wieder stark ab (3,6) .
Insgesamt nimmt die Dicke der ILM -eventuell durch Ablagerungen von Material
aus den Mdllerzellen- mit dem Alter zu (7).

Die ILM besteht aus Kollagen Typ | und IV, Glykoproteinen, Laminin und
Fibronectin (6,8).

Sie ist PAS- positiv wie andere Basalmembranen in Kérper und Auge z.B. die
Linsenkapsel. Auch in der Elektronenmikroskopie zeigt sie die typischen

Merkmale einer Basalmembran (5).



1.7 Retinale Pigmentepithelzellen (RPE- Zellen)

Das retinale Pigmentepithel liegt zwischen der Aderhaut, von der es durch
seine Basalmembran, die oberste Schicht der Bruch-Membran, getrennt ist und
der Photorezeptorschicht der Netzhaut. Es erstreckt sich als einschichtiges
Epithel von der Sehnervenpapille bis zur Ora serrata.

Embryologisch entwickelt es sich aus der gleichen neuronalen Anlage wie die
Netzhaut, differenziert sich aber zu einem sekretorischen Epithel und besitzt
keine neuronale Funktion.

Die RPE- Zellen sind im Querschnitt kubisch und sechseckig in der Aufsicht. In
der Makularegion haben sie einen Durchmesser von 10- 14 um, zur Peripherie
hin werden sie flacher und haben dort einen Durchmesser von bis zu

60 um. Verbunden sind die Zellen durch apikal liegende tight junctions.

Die apikale, den Photorezeptoren zugewandte Plasmamembran der RPE-
Zellen bildet viele Mikrovillie aus, die zwischen die AuRensegmente der
Stabchen und Zapfen reichen und diese umschlielen. Das apikale Zytoplasma
enthalt Elemente des Zytoskeletts wie Mikrotubuli und Mikrofilamente und den
groften Anteil der Melanosomen. Darunter im Mittelteil der Zelle liegen der
Zellkern, Golgie- Apparate, Lysosomen und endoplasmatisches Retikulum.

Die der Bruch- Membran zugewandte Plasmamembran der Zellen zeigt viele
Membraneinfaltungen was zu einer Vergrollerung der Oberflache flr
Absorption und Resorption fuhrt.

Zwischen Photorezeptoren und RPE- Zellen im sogenannten subretinalen
Raum befindet sich auBer den apikalen Mikrovilie auch die

Interphotorezeptormatrix (IPM).

Sie besteht aus Glykosaminoglykanen und Proteinen und legt sich an die
Membrana limitans externa sowie die apikale

Seite der RPE- Zellen an. Sie dient als Medium fur den Transport von
Nahrstoffen, Retinoiden und Metaboliten durch den subretinalen Raum

zwischen RPE- Zellen und Retina.



Roy H. Steinberg schreibt im Vorwort zu ,The Retinal Pigment Epithelium* (9)
es gabe zwei Funktionen, flir welche die Notwendigkeit der Unterstlitzung von
Photorezeptoren und Retina durch die RPE- Zellen gut erforscht ware- die
Phagozytose @ der  Membranscheibchen  der  Aulensegmente  der
Photorezeptoren und der Transport von Vitamin A zur Retina hin und von ihr
weg. Zahlreiche andere Funktionen der RPE- Zellen werden als wichtige
Faktoren flr einen ungestérten Sehvorgangs in den Photorezeptoren vermutet,
ihre Zusammenhange mit der Aufrechterhaltung einer intakten Netzhaut und

ihrer Umgebung werden aber noch kontrovers diskutiert.

Wie oben beschrieben entstehen an der Basis der AulRensegmente durch
Einstllpung der Plasmamembran so genannte Membranscheibchen, die das
Sehpigment enthalten und in einem Zyklus von ungefahr 7 bis 10 Tagen von
der Basis zur Spitze des Auliensegments wandern. Da diese
Membranscheibchen Licht und Sauerstoff ausgesetzt sind, welche durch die
Bildung von freien Radikalen zu einer Schadigung der Membranen filihren
konnen, ist eine standige Entsorgung und Erneuerung der Membranscheibchen
sehr wichtig.

An jedem Photorezeptor werden taglich mehr als 100 Membranscheibchen

entsorgt.

An der Spitze des  AulRensegments  gelegene, abgestoliene
Membranscheibchen werden in Paketen von 30 bis 40 Scheibchen von den
apikalen Mikrovillie der RPE- Zellen umgeben und als Phagosom in die Zelle
aufgenommen. Die im rauen Endoplasmatischen Retikulum synthetisierten
Verdauungsenzyme sind im Zytoplasma in Lysosomen enthalten.

Durch die Fusion des Phagosoms mit einem Lysosom kann das Material der
Membranscheibchen durch hydrolytische Enzyme zersetzt werden.

Retinol und Fettsduren koénnen recycelt und Abfallstoffe durch die basale
Plasmamembran ausgeschieden werden.

Ein Teil des membrandsen Materials bleibt als Restkorperchen in der Zelle

zuruck und tragt zur Bildung von Lipofuszin bei.



Lipofuszin ist ein im ganzen Nervensystem vorkommendes , Alterspigment”,
dessen Bedeutung flr die Pathologie des Auges noch nicht geklart ist.
Jede RPE- Zelle nimmt so taglich mehr als 4000 Membranscheibchen auf, um

diese zu verdauen und das anfallende Material weiterzuverwerten.

Der Sehfarbstoff der Photorezeptoren besteht aus einem Proteinanteil, dem
Opsin und einem Vitamin A- Anteil in Form von 11- cis- Retinal, der einem
Kreislauf im Auge zwischen Photorezeptoren, Interphotorezeptor- Matrix und
RPE- Zellen unterliegt. Die Aufgabe der RPE- Zellen liegt in der Aufnahme,
Speicherung und Umwandlung von Vitamin A (Retinol).

Das Sehpigment sitzt vor dem Einfall von Lichtenergie in der Lipiddoppelschicht
der Membranscheibchen der Aul3englieder. Durch die Lichtenergie kommt es
zu einer Konformationsanderung des11- cis- Retinal zu all- trans- Retinal und
anschlieend daran zu einem Zerfallsprozess, der bei Retinol und Opsin endet.
Das entstandene Retinol wird durch die Phagozytose der Membranscheibchen
der AulRenglieder in die RPE- Zellen aufgenommen oder tber die IPM zu den
RPE- Zellen transportiert. Das in die RPE- Zelle gelangte Retinol wird an
spezielle Proteine gebunden und kann dann durch die Esthersynthetase in den
Mikrosomen der RPE- Zellen verestert werden. Dadurch wird es zu einer
stabilen, nicht- toxischen Form des Vitamin A, die gut gespeichert werden kann
und als Substrat fur die Isomerisation des all- trans- Retinals zu 11- cis- Retinal.
Dieses wird Uber die IPM wieder zu den Aul3engliedern transportiert, um sich
dort mit Opsin zu Rhodopsin zu verbinden.

Uber diesen Kreislauf hinaus kénnen RPE- Zellen an ihrer basalen Membran

Retinol aus dem Blut aufnehmen.

Als weitere wichtige Funktion der RPE- Zellen wird die Aufrechterhaltung des
richtigen Milieus fir die Photorezeptoren im subretinalen Raum angesehen.

Als Teil der Blut- Retina- Schranke verhindern die RPE- Zellen mit ihren
apikalen Mikrovillie und den tight junctions das Eindringen ungewollter Molekule

und FlUssigkeit aus der Choroidea.



Andererseits konnen sie durch spezielle Transportproteine in der apikalen und
basolateralen Membran die Zusammensetzung der FlUssigkeit im subretinalen
Raum durch den Transport von lonen, Flussigkeit und Metaboliten
beeinflussen. Wichtiger Faktor fir diese Funktion ist auch die im subretinalen
Raum gelegene IPM.

IPM und RPE- Zellen tragen durch die Regulation des Milieus im subretinalen
Raum auch zu einer adaquaten Adhasion der Netzhaut an die sie versorgenden
Strukturen bei.

( nach ,The Retinal Pigment Epithelium® (9) und ,Retinal Pigment Epithelial
Transplantation(10))

1.8 Transplantation von retinalen Pigmentepithelzellen im Tiermodell

Ziel einer Transplantation ist es, erkrankte Zellen, die ihre normale Funktion
nicht erfillen kdnnen, durch funktionstiichtiges Spendergewebe zu ersetzen.

In der Augenheilkunde ist dies eine wichtige Herausforderung, da degenerative
Veranderungen der Retina eine haufige Ursache flir eine Sehverschlechterung
bis hin zur Erblindung sind (11). Die Netzhaut bietet im Vergleich zur
Transplantation anderer Zellen des Gehirns den Vorteil, dal® sie leichter
zuganglich, gut sichtbar und genau erforscht ist.

Insbesondere die Pigmentepithelzellen sind gut zur Transplantation geeignet,
da sie sich in vitro kultivieren lassen und nur in der Nachbarschaft der
Sinneszellen liegen, aber selber keine Synapsen bilden.

Fortschritte in der wissenschaftlichen Akzeptanz dieser Methode wurden erzielt,
als man eine positive Wirkung der Pigmentepitheltransplantation auf die
hereditare retinale Dystrophie der Royal College of Surgeons Dystrophic Rat
(RCS- Ratte) nachweisen konnte (12).

Es handelt sich um einen Rattenstamm mit einer erblichen
Netzhautdegeneration, bei dem es innerhalb von 60 Tagen nach der Geburt zur
Erblindung kommt. Histologisch findet sich eine Anhaufung von Auf3engliedern

und vollstandige Destruktion der Photorezeptorzellen.



Man geht davon aus, dass die Pigmentepithelzellen bei dieser Krankheit nicht
zur Phagozytose fahig sind (13, 14).

Li und Turner (15) konnten 1988 zeigen, dass die Transplantation von
normalen, pigmentierten RPE- Zellen in den subretinalen Raum der RCS- Ratte
die Photorezeptoren in der unmittelbaren Umgebung vor einer Degeneration
schutzt.

Anhand radioaktiver Markierung konnte das Anhaften der pigmentierten RPE-
Zellen auf der Bruchmembran eine Woche nach der Transplantation gezeigt
werden. Elektronenmikroskopisch zeigte sich eine normale Verbindung
zwischen diesen transplantierten RPE- Zellen und den AulRensegmenten der
Photorezeptoren.

Im Vergleich mit intakten Netzhauten konnten keine signifikanten Unterschiede
in der Dicke der aufleren Kornerschicht oder der Lange der Innen- oder
Aulenglieder der Photorezeptoren Uber dem transplantierten Bereich
nachgewiesen werden. Dies konnte Uber einen Zeitraum von mindestens drei
Monaten beobachtet werden (16).

Weitere Hinweise auf eine normale Funktion sowohl der transplantierten RPE-
Zellen als auch der Uberlebenden Photorezeptoren wurden in folgenden
Studien gefunden (17, 18, 19).

Es stellte sich jedoch heraus, dass, um das Uberleben der Photorezeptoren
uber einen langeren Zeitraum -bis zu einem Jahr- zu erreichen, junge, gesunde
RPE- Zellen zu einem frihen Zeitpunkt des Krankheitsprozesses transplantiert
werden mussten (20).

Sowohl bei kultivierten RPE- Zellen als auch denen adulter Ratten zeigte sich
eine signifikante, altersbezogene Abnahme der Fahigkeit, die Degeneration der
Photorezeptoren aufzuhalten (21).

Das Ergebnis weiterer Studien war der Nachweis, dass durch die RPE- Zell-
Transplantation eine Degeneration des tiefen, retinalen Gefallinetzes und die

Ausbildung von Neovaskularisationen aufgehalten werden konnte.

n



Dies ist von grosser Bedeutung, da Umbauvorgange des Gefallnetzes und
Neovaskularisationen eine wichtige Rolle fur die Prognose des Sehverlustes bei
Erkrankungen wie der altersbedingten Makuladegeneration oder der
diabetischen, proliferativen Retinopathie spielen(22).

Diese Ergebnisse flihrten zu Studien der RPE- Transplantation an zahlreichen
anderen Spezies und zu weiteren Untersuchungen zur chirurgischen Technik
der Transplantation, dem Uberleben des Transplantates und der Immunantwort

des Empfangers (11).

1.9 Klinische Anwendbarkeit der Transplantation retinaler Pigmentepithelzellen

Devijani schreibt 1995 (10), dass Erkrankungen des Menschen, die am ehesten
fur eine Transplantation von RPE- Zellen in Frage kdmen, Degenerationen der
Makula wie die altersbedingte Makuladegeneration, Morbus Stargardt,
vitelliforme Makuladystrophie und andere sind. Besonders intensiv wurden in
den vergangenen Jahren Moglichkeiten der Therapie der altersbedingten
Makuladegeneration erforscht, da sie heute die haufigste Ursache einer
Erblindung nach gesetzlicher Definition in den westlichen Industrienationen
darstellt. Da angenommen wird, dass der primare Defekt bei der
altersbedingten Makuladegeneration im Pigmentepithel liegt, stellt die

Transplantation von RPE- Zellen einen potenziellen Therapieansatz dar (23).

1.9.1 Altersbedingte Makuladegeneration (AMD)

Die AMD manifestiert sich in zwei Hauptformen, der atrophischen oder
trockenen Form und der sogenannten feuchten Form. Die trockene Form der
AMD ist gekennzeichnet durch eine zunehmende Atrophie des Pigmentepithels

und der Choriokapillaris.
Bei der feuchten Form kommt es zum Einsprossen choroidaler

Neovaskularisationen  (CNV) durch die  Bruch-Membran in  den

subpigmentepithelialen und subretinalen Raum (24).
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Bei Patienten mit AMD kommt es fast immer zu einem Verlust der
Lesefahigkeit, aber sehr selten zu totaler Blindheit. Die feuchte Form der AMD
zeigt dabei ein deutlich héheres Risiko nach kurzer Zeit die zentrale Sehscharfe
zu verlieren (25).

Es kann zu Blutungen aus den CNV, der Bildung fibrovaskularer Membranen
und anschlieend zu ausgedehnten fibrésen Vernarbungen der Netzhaut

kommen.

Um das Risiko einer Blutung aus diesen pathologischen Gefalden zu verringern,
stehen heute je nach Lage der CNV verschiedene

Therapiemoglichkeiten zur Verfliigung.

Extrafoveal gelegene CNV koénnen mit Hilfe eines Argon-Grin-Lasers verddet
werden. Durch die Koagulation kann man spatere massive Blutungen
verhindern. Bei vielen Patienten kommt die Laserkoagulation jedoch zu spat
oder aufgrund der zentralen Lage der CNV nicht in Frage. Liegt die CNV unter
der Fovea, kann eine sogenannte photodynamische Therapie durchgefiuhrt
werden, Porphyrin-Farbstoffe reichern sich im Gefalkendothel an und die CNV
kann anschlie®end durch die Bestrahlung mit Laserlicht verédet werden, ohne
die Photorezeptoren der Fovea zu zerstoren.

Bei fortgeschrittenen subretinalen Neovaskularisationen, bei denen eine
Laserkoagulation oder photodynamischen Therapie nicht moglich ist, kann die
chorioidale Neovaskularisation auch chirurgisch entfernt werden. Dies fuhrt oft
zu einer Stabilisation der Sehscharfe (24).

Eine Verbesserung ist bei der alleinigen submakularen Membranextraktion
nicht zu erreichen, da es bei der chirurgischen Exzision subfoveolarer
Neovaskularisationsmembranen in der Regel zu einer gleichzeitigen Entfernung
des einschichtigen RPE- Zellrasens kommt.

Dies fiihrt zu einem irreversiblen Funktionsverlust der Fovea, da zum Uberleben
der Photorezeptoren eine intakte Pigmentepithelschicht notwendig ist (25).

Die Deckung des RPE- Zelldefektes durch die Transplantation von
Pigmentepithelzellen wilrde hierbei theoretisch eine Maoglichkeit zur

Sehverbesserung bieten.
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1.9.2 Bisherige Erfahrungen am Menschen

Die Transplantation homologer, fetaler RPE- Zellen in den Subretinalraum nach
Membranextraktion bei exsudativer AMD, die den Vorteil junger, morphologisch
hoch differenzierter Zellen bieten wirde (23), flhrte 2zu einer

AbstoRungsreaktion.

Diese zeigte sich anhand der Entwicklung eines Odems der Retina, der
Darstellung pathologischer Gefalle in der Fluoreszenzangiographie und einer
Sehverschlechterung. In der Selben Studie stellte sich heraus, dass die
Transplantation homologer, fetaler RPE- Zellen in den Subretinalraum von
Patienten mit trockener AMD nicht zu Zeichen einer AbstoRungsreaktion flhrte
(26). Es wird vermutet, dass der sonst immunologisch privilegierte
Subretinalraum durch pathologische Veranderungen bei neovaskularer AMD fur
zirkulierende Immunzellen zuganglich wird. Um die AbstoRungsreaktion zu
vermeiden, wurde die Verwendung autologer RPE- Zellen zur Transplantation
vorgezogen (25).

Der Versuch der Transplantation autologer RPE- Zellen nach chirurgischer
CNV- Exzision bei Patienten mit altersbedingter Makuladegeneration flihrte
weder zu intraoperativen noch zu postoperativen signifikanten Komplikationen.
Die Zellen wurden hierbei als Zellsuspension unter die zentrale Netzhaut
transplantiert. Wahrend dem Beobachtungszeitraum, der zwischen 12 und 24
Monaten lag, traten keine Rezidive der CNV auf. Eine Lesefahigkeit konnte
jedoch nur bei 21% der Patienten erreicht werden (27). Es ist anzunehmen,
dass die Manipulation der RPE- Zellen bei der Entnahme z.B. durch die
mechanische Abtragung von der Bruch-Membran und die Verfahrensschritte
aulBerhalb des Auges zu einem Verlust des normalen RPE- Zellphanotyps
fUhren.

Es kommt zu einer Zelldedifferenzierung hin zu fibroblastenahnlichen Zellen
und dem Verlust der Polaritat der Zellen. Es bildet sich kein einschichtiger RPE-
Zellrasen mit regelrechten interzellularen Verbindungen und einer intakten
auleren Blut- Retina- Schranke (25).
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Stanga et al. (28) fuhrten eine autologe ,en- bloc,- Translokation von RPE,
korrespondierender Bruch-Membran und der Aderhaut durch. Es zeigte sich
jedoch kein befriedigendes, funktionelles Ergebnis. Im Vergleich zur
Transplantation einer Zellsuspension bietet dieses Verfahren die Mdglichkeit,
das Trauma flr die Zellen und somit das Risiko fir eine Zelldedifferenzierung
zu minimieren. AufRerdem kann hierbei der physiologische, einschichtige RPE-
Zellrasen erhalten werden. Die Aderhaut macht in einem RPE/Bruch-
Membran/Aderhaut-Block 90% des vertikalen Ausmalies aus. Man koénnte
annehmen, dass dies zu einer verlangerten Diffusionsstrecke zwischen der
Aderhaut am Transplantationsort und den RPE- Zellen bzw. der aul3eren
Netzhautschicht fuhrt. Um nach einer CNV- Exzision moglichst physiologische
Verhaltnisse im Subretinalraum der Makula zu schaffen, misste idealerweise
ein intakter RPE- Zellrasen ohne weitere Gewebsbestandteile transplantiert
werden. Eine Strategie, um RPE- Zellen im Gewebeverband als ,sheet‘ zu
transplantieren ,ist, RPE- Zellen auf einer artefiziellen Unterlage in vivo zu
zichten und nach Erreichen der Zellkonfluenz zu transplantieren. Hierbei
konnte fast ausschliel3lich der erforderliche einschichtige RPE- Zellrasen
transplantiert werden. Die RPE- Zellen missen jedoch aul3erhalb des Auges
weiterverarbeitet und kultiviert werden, was die Gefahr der Dedifferenzierung
birgt (25). Der Weg uber die Zellkultur bietet aber auch die Mdglichkeit, die
Vitalitat der Zellen zum Zeitpunkt der Transplantation sicherzustellen.

Dagegen koénnen frisch entnommene Zellen wahrend des Entnahmeprozesses
geschadigt werden (23). Als Unterlagen fir die Entwicklung solcher ,sheet-
Transplantate® kamen verschiedene Materialien, z.B. Kollagen (29), vordere
Linsenkapsel(30) und Amnionmembran (31) zum Einsatz. Micheli und
Newsome fanden heraus, dass das Substrat, auf dem die RPE- Zellen
anhaften, ihre Morphologie und Differenzierung beeinflusst (32).

Durch die Blockade bestimmter Proteine durch Antikdrper konnte
nachgewiesen werden, dass Laminin, Fibronectin, Vitronectin und Kollagen Typ
IV Voraussetzungen fir die Bindung von RPE- Zellen an die Bruch-Membran

und von den Zellen selbst gebildeter Extrazellularmatrix sind (33).
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1.10 Ziel der Arbeit

In der Elektronenmikroskopie stellt sich die ILM homolog zur Bruch-Membran,
der natlrlichen Basalmembran der RPE- Zellen, dar (5).

Sie besteht aus Kollagen Typ | und IV, Laminin und Fibronectin; Molekilen
also, die eine Adhasion von Zellen ermdglichen (6).

Ihre Entnahme im Rahmen der Therapie bei Makulaforamen ist heute eine
weithin akzeptierte chirurgische Methode. Es ist moglich die ILM ohne eine
signifikante Schadigung angrenzender zellularer Strukturen zu entnehmen (34).
Diese Eigenschaften versprechen, dass die ILM sich gut als Unterlage fur ein
autologes RPE- sheet- Transplantat in einem zweizeitigen Vorgehen eignen
wurde.

In dieser Studie wurde untersucht ob es humanen (hRPE, ARPE19) und RPE-
Zellen von Schweinen (sRPE) moglich ist, auf der ILM anzuhaften und
anschlieend in Kultur zu proliferieren. Anhand von Licht-und
Elektronenmikroskopie wurde untersucht, ob die RPE- Zellen ihre normalen,

morphologischen Merkmale in der Kultur erhalten konnten.
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2. Material und Methoden

2.1 Humanes Ausgangsmaterial

Die humanen Spenderaugen (hRPE) (n=16) stammten von Korneaspendern im
Alter von 35 bis 86 Jahren. Die Zeitspannen zwischen dem Versterben der
Person und der Enukleation des Auges lagen zwischen 8 und 12 Stunden.

Eine schriftliche Einverstandniserklarung lag in allen Fallen vor.

Bei der ARPE19-Zelllinie handelt es sich um eine von Dunn et al. isolierte
Zelllinie, die sich durch ihre epitheliale Morphologie und rasche Proliferation
auszeichnet. Sie besitzt strukturelle und funktionelle Eigenschaften, die fir
RPE- Zellen in vivo charakteristisch sind. Daher eignet sie sich fur in vitro
Untersuchungen Uber die Physiologie der RPE-Zellen (35).

Die verwendeten ARPE19-Zellen von ATCC wurden Uber die LCG Promochem
GmbH bezogen.

2.2 Porkines Ausgangsmaterial

Die Schweinaugen (sRPE) (n=12) wurden zwei bis vier Stunden nach der
Entnahme gekuhlt im Labor angeliefert, anschlieRend wurden die RPE- Zellen

herausprapariert.

2.3 Praparation der Membrana limitans interna

Material:

Sterile Arbeitsbank (Microflow Biological Safety Cabin, Nunc)
TiefkUhltruhe (Liebherr Premium)

Mikroskop (Stemi 2000-C, Zeiss)

Kaltlichtquelle (KL 1500 electronic, Schott)

Gewebekulturschalen steril, 94/16 mm (CELLSTAR, Greiner bio-one)
D-PBS (Dulbeccos Phosphate-Buffered Saline Nr. 14190094, GIBCO)
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Indocyanine- Grun-Loésung (ICG-Pulsion, Pulsion Medical Systems)
Coverslips steril, 13mm Durchmesser, 0,2mm dick (Thermanox 174950, Nunc)
Parafilm (Parafilm ,M“, Pechiney Plastic Packaging)

Eppendorf Reference Pipette

Schere

Pinzetten

Methode:

Es wurde ausschliel3lich humane Membrana limitans interna (hILM) prapariert.
Nach Entnahme der Kornea im sterilen OP-Bereich wurden die Bulbi in einem
D-PBS gefillten Gefal® platziert und fir die weitere Verarbeitung ins Labor
gebracht. Alle weiteren Schritte im Labor erfolgten unter sterilen Bedingungen.
Die weitere Praparation des Bulbus erfolgte in einer Gewebekulturschale. Mit
der Schere wurde ein zirkularer Schnitt in Héhe der Ora serrata gemacht. Der
Glaskorper liel3 sich dann durch Umkippen des Bulbus entfernen.

Nach Fuillung des Bulbus mit D-PBS I06ste sich die Netzhaut von der
Bulbuswand ab wund konnte anschlielend von der Sehnervenpapille
abgeschnitten werden. Sie lie sich durch Umkippen des Bulbus unbeschadigt
in eine weitere mit D-PBS geflillte Gewebekulturschale bringen.

Die RPE- Zellen wurden anschliefiend aus demselben Bulbus enthommen
(s.2.4).

Unter dem Mikroskop konnte die frei schwimmende Retina so ausgerichtet
werden, dass die vitreale Seite nach oben zeigte. Dann erfolgte die Anfarbung
der ILM mit einigen Tropfen ICG.

Mit Hilfe von zwei Pinzetten und durch Kaltlicht ausgeleuchtet wurde die ILM
von der Retina abgezogen. Dies war an der Macula lutea moglich, nicht jedoch
an der dunnen ILM der Netzhautperipherie.

Die 2-3mm grof3en ILM- Stlicke wurden mit der Pinzette an ein schrag
gehaltenes Coverslip angedrlickt, durch langsames Herausziehen aus der
Fllssigkeit breitete sich die ILM auf dem Coverslip aus. Beides wurde flr bis zu
einer Stunde unter der Sterilbank getrocknet, um ein Abgleiten der ILM vom

Coverslip zu verhindern und ein gutes Anhaften der ILM zu gewahrleisten.

17



Die mit ILM ,beschichteten® Coverslips wurden, falls nicht sofort
weiterverarbeitet, in einer mit Parafilm ausgelegten Gewebekulturschale bei -21

Grad eingefroren.

2.4 Praparation der retinalen Pigmentepithelzellen und Aufbringen auf die ILM

Material:

ARPE19 Zellen (ATCC/ LCG Promochem)

Sterile Arbeitsbank (Microflow Biological Safety Cabin, Nunc)
Zentrifuge (Multifuge 3 s-r, Heraeus)

Inkubator (CO2 Autozero, Heraeus)

Wasserbad (GFL)

Gewebekulturschalen steril, 94/16 mm (CELLSTAR, Greiner bio- one)
Gewebekulturschalen steril, 35/10 mm (CELLSTAR, Greiner bio- one)
D-PBS (Dulbeccos Phosphate-Buffered Saline Nr. 14190094, GIBCO)
D-MEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium Nr. 31885023, GIBCO)
FBS (fetal bovine serum Nr. 10270106, GIBCO)

Penicillin- Streptomycin (Nr. 15140122, GIBCO)

Trypsin- EDTA- Lésung (Nr. 25200072, GIBCO)

Zentrifugenréhrchen (Nunc)

Skalpell zum Einmalgebrauch steril (Feather Skalpell Nr.11, Milian USA)
Schere

Pinzette

Eppendorf Reference Pipette

Pasteurpipette

Methode:

Das Zellkulturmedium wurde im Verhaltnis 445 ml D-MEM, 50 m|l FBS und 5 ml
Penicillin- Streptomycin gemischt.

Die in flissigem Stickstoff konservierten ARPE19-Zellen wurden fir etwa zwei
Minuten im Wasserbad bei 37 Grad aufgetaut und anschlieRend in ein mit

Zellkulturmedium gefilltes Zentrifugenrohrchen pipettiert.
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Die Schweineaugen wurden ebenso wie die humanen Bulbi durch
Aufschneiden im Bereich der Ora serrata und Entfernung von Glaskérper und
Netzhaut fur die Praparation der RPE- Zellen vorbereitet.

Der Augenbecher wurde nochmals mit D-PBS aufgeflllt, um verbliebene
Retinastlucke abzusaugen.

Der Augenbecher wurde mit einer Trypsin- EDTA- Losung geflllt und far 30
Minuten inkubiert, um die RPE- Zellen enzymatisch zu l6sen. Anschlielend
konnten die RPE- Zellen mit einer vorne abgerundeten Pasteurpipette leicht
von der Bulbuswand abgeschabt werden.

Die gelosten Zellen wurde in ein mit D- MEM gefllltes Zentrifugenréhrchen
gebracht, um die enzymatische Wirkung zu stoppen.

Alle weiteren Arbeitsschritte wurden mit den humanen RPE- Zellen der
Spenderaugen (hRPE), den porkinen RPE- Zellen (sRPE) und den Zellen der
ARPE19-Zellinie in gleicher Weise ausgeflihrt.

Die Zellen wurden mit 500 Umdrehungen fir zwei Minuten abzentrifugiert und
der Uberstand anschlieRend abgesaugt.

Ein fur mindestens eine Stunde aufgetautes, mit ILM ,beschichtetes” Coverslip
wurde in eine kleine(s. 0.) Gewebekulturschale gelegt, die RPE- Zellen
resuspendiert und als ein das Coverslip Uberspannender Tropfen auf dieses
aufgebracht.

Nachdem die Zellen auf die ILM und das Coverslip abgesunken waren, wurden

vorsichtig drei bis funf Milliliter Zellkulturmedium zugegeben.

2.5 Kultivierung und Photographien

Material:

Inkubator (CO2 Autozero, Heraeus)

Sterile Arbeitsbank (Microflow Biological Safety Cabin, Nunc)
Wasserbad (GFL)

Mikroskop (Inversmikroskop Nikon TMS-F, Nikon)
Fotokamera (Nikon F-301, Nikon)

Zellkulturmedium
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Methode:

Die Kultivierung erfolgte im Inkubator.

Einen Tag nach dem Aufbringen der RPE- Zellen auf die ILM wurde der erste
Mediumwechsel durchgefihrt.

In der Folge wurde das Zellkulturmedium alle zwei bis drei Tage erneuert,
Aussehen und Wachstum der auf dem Coverslip und der ILM anhaftenden
RPE- Zellen mittels Phasenkontrast im Mikroskop kontrolliert und Fotos in
vierfacher und zehnfacher VergréRerung angefertigt.

Die Zellen wurden unterschiedlich lange in Kultur belassen (s. Ergebnisse).

2.6 Fixierung

Material:

Nicht- sterile Arbeitsbank mit Abzug

Paraformaldehyd

Glutaraldehyd 25%

Cacodylatpuffer 0,2 m

Ampuwa

NaOH

Schnappdeckelflaschen 5 ml (Nr. 5480555, VWR international)

Pinzette

Methode:

Fur die Fixierldosung nach Karnowsky wurde 2 g Paraformaldehyd in 25 ml
Ampuwa auf 60 Grad erwarmt, tropfenweise NaOH bis zum Erreichen des
Neutralpunktes  zugegeben. Die abgekuhlte Losung wurde mit 10 ml
Glutaraldehyd (25%) und 65 ml 0,2 molarem Cacodylatpuffers gemischt.

Die Coverslips mit ILM und RPE- Zellen wurden aus der Gewebekulturschale in
die Schnappdeckelflaschen gebracht, drei bis vier Milliliter der Fixierldsung

zugegeben und fur zwdlf bis achtzehn Stunden im Kihlschrank belassen.
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2.7 Einbettung fur die Elektronenmikroskopie

Material:

Cacodylatpuffer 0,1 m
Osmiumtetroxid 2%

Cacodylatpuffer 0,2 m

Ethanol 30%, 50%, 70%, 80%, 95%
Uranylacetat gesattigt in 70% Ethanol
Propylenoxid

Epon

Pasteurpipette aus Platik

Methode:

Die Fixierlésung wurde aus den Schnappdeckelflaschen abgezogen, die
Praparate mit 3 ml 0,1 molarem Cacodylatpuffer flr zweimal jeweils 20 Minuten
gespult. Die Nachfixierung erfolgte mit einem Gemisch aus 2ml 0.2 molarem
Cacodylatpuffer und 2ml Osmiumtetroxid (2%) fir eine Stunde unter
Lichtabschluss. AnschlieRend wurde noch zwei Mal fir je 20 Minuten mit 0,1
molarem Cacodylatpuffer gespllt, dann in einer aufsteigenden Ethanolreihe
(30%, 50%, 70%) fur jeweils sieben Minuten entwassert.

Die Stuckkontrastierung erfolgte mit Uranylacetat, gesattigt in 70% Ethanol, far
eine Stunde unter Lichtabschluss; eine weitere Entwasserung mit 70%, 80%
und 95%Ethanol folgte.

In Propylenoxid als intermediarer Phase wurde es fir zweimal 15 Minute
belassen. Unter Lichtabschluss wurde erst ein Gemisch aus Propylenoxid und
Epon 1:1 und dann zweimalig reines Epon fir jeweils eine Stunde auf das
Praparat gegeben.

Das Praparat wurde aus dem Schnappdeckelflaschchen enthommen, in ein mit
Epon gefiilites Plastikférmchen umplatziert, dieses zwdlf Stunden bei 45 Grad

und 24 Stunden bei 60 Grad polymerisiert.

71



2.8 Elektronenmikroskopie

Material:

Elektronenmikroskop (EM 900, Zeiss)

Sage

Schneidemaschine (Ultracut, Reichert und Jung)
Diamantmesser (Diatome)

Kupfer- Netze (Gritt) ( 2x1 mm, Agar)
Filmmaterial (Imago)

Kupfer- Einwegblenden

Toluidinblau

Uranylacetat

Bleicitrat

Methode:

Die gewtlinschte Stelle fir den Schnitt wurde unter dem Mikroskop markiert und
der Eponblock zurechtgesagt, Ultradinnschnitte (700 nm) angefertigt und mit
Toluidinblau angefarbt. AnschlieRend wurden sie unter dem Mikroskop beurteilt
und bei Zufriedenheit elektronenmikroskopische Schnitte (70 nm) angefertigt
und auf ein Kupfer- Netz ,aufgezogen®. Diese Schnitte wurden mit Uranylacetat
und Bleicitrat kontrastiert. Nach der Elektronenmikroskopie wurden
Photographien in unterschiedlicher VergréRerung angefertigt.

Das Filmmaterial wurde entwickelt und die Negative mittels Adobe Photoshop

weiterverarbeitet.
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3. Ergebnisse

3.1 Porkine RPE- Zellen

Insgesamt entstanden zwolf sheet- Transplantate porkiner RPE- Zellen auf
humaner ILM.

Diese Proben wurden zwischen drei und sieben Tagen in Kultur belassen.
Wahrend dieser Zeit erfolgte eine lichtmikroskopische Beobachtung des
Verhaltens und Aussehens der Zellen. Anschlielend erfolgte eine genauere
Analyse der Morphologie der Zellen mit Hilfe der Elektronenmikroskopie.

Als Vorbereitung der Elektronenmikroskopie wurden Semidinnschnitte (700nm)

mit 1%-igem Toluidinblau gefarbt und ebenfalls lichtmikroskopisch beurteilt.

3.1.1 Kultur und Lichtmikroskopie

Es zeigte sich, dass die Zellen innerhalb der ersten zwei Tage auf der ILM
anhafteten und sich in dem fir RPE- Zellen typischen Pflastersteinrelief
darstellten. Es war eine deutliche Pigmentierung der Zellen erkennbar (Abb.1).
Bis zum siebten Tag in Kultur war eine Konfluenz der Zellen und damit
einhergehende Abnahme der Pigmentierung erkennbar.

Das Pflastersteinrelief blieb erhalten (Abb.2).
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Abbildung 1: sRPE auf hILM am zweiten Tag nach der Praparation
(C= Coverslip, ILM= Membrana limitans interna)

Abbildung 2: sRPE auf hILM am siebten Tag nach der Praparation
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3.1.2 Semidunnschnitt

Auf diesem Schnitt ist ein einschichtiger Zellrasen pigmentierter Zellen
erkennbar. Es zeigt sich ein nahtloser Ubergang des Zellrasens vom Coverslip
auf die ILM (Abb.3).

Abbildung 3: Semidinnschnitt (sRPE auf hILM, fixiert am siebten Tag nach
der Praparation)

3.1.3 Elektronenmikroskopie

Membrana limitans interna

In der Elektronenmikroskopie zeigte sich, dass es nicht gelungen ist, die ILM
allein von der Retina abzuziehen. lhrer retinalen Seite haftet amorphes Material
an (Abb.4). Bei ILM- Peeling in vivo mit Verwendung von Indocyanin- Grin zur
selektiven Farbung der ILM wurde der ILM anhaftendes zellulares Material
beschrieben und elektronenmikroskopisch dargestellt (36, 37).

Das amorphe Material kdnnte wahrend der Kultivierung zerfallenem, zellularem
Material entsprechen. Eine eindeutige Zuordnung ist jedoch nicht moglich, da

keine Strukturen wie Zellmembranen oder Zellorganellen mehr erkennbar sind.
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Abbildung 4: amorphes Material (= aM) auf humaner ILM

Porkine RPE- Zellen

In der Elektronenmikroskopie zeigte sich ebenfalls ein einschichtiger Zellrasen
sowohl auf als auch neben der ILM. Die Zellen sind durch apikale tight-
junctions verbunden. Zellorganellen, Melanosomen im apikalen Teil der Zelle
und Mikrovillie an der apikalen Oberflache sind deutlich erkennbar. Die Zellen
haften der unregelmagigen (retinalen) Seite der ILM an (Abb.5, Abb.6).

Das auf Abbildung 6 (Abb.6) sichtbare Praparat zeigt eine ILM, die sich
wahrscheinlich vor dem Aufbringen auf das Coverslip gefaltet hat. Es haben
sich die beiden glatten, vitrealen Oberseiten (Lamina rara externa) aufeinander
gelegt. Dies ist in der Elektronenmikroskopie als schmaler Streifen (Lre(d))

erkennbar. Die RPE- Zellen liegen der retinalen, gewellten Seite der ILM an.
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Abbildung 5: sRPE auf hILM, fixiert am dritten Tag nach der
Praparation (aM= amorphes Material, tj= tight- junctions)

Abbildung 6: sRPE auf hILM, fixiert am siebten Tag nach der Praparation

(MV= Mikrovillie, Lre(d)= doppelt liegende Lamina rara externa)
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3.2 Humane RPE- Zellen

Es entstanden insgesamt elf sheet- Transplantate humaner RPE- Zellen auf
humaner ILM. In allen Fallen konnten aus den Augen der Verstorbenen im
Vergleich zu den Schweineaugen nur kleine Mengen von RPE- Zellen
gewonnen werden. Die Kultivierung und Beobachtung der Zellen erfolgte in

gleicher Weise wie oben bei den porkinen Zellen beschrieben.

3.2.1 Kultur und Lichtmikroskopie

Gruppe 1 (n=6)

In sechs der elf Falle hafteten die RPE- Zellen weder der ILM noch dem
Coverslip an. Es liel sich daher beim Wechsel des Mediums nicht vermeiden,
dass die Zellen mit aufgesaugt wurden. Es war daher keine weitere

Beobachtung dieser Zellen moglich.

Gruppe 2 (n=5)

In finf Fallen hafteten einige der Zellen sowohl der ILM als auch dem Coverslip
an.

Bei drei der Proben hafteten die Zellen zwar an, behielten jedoch Uber die
gesamte Kulturzeit (3 Tage, 12 Tage, vier Wochen) ihre abgerundete Form. Sie
bildeten kein Pflastersteinrelief und proliferierten nicht.

Die Pigmentierung blieb erhalten (Abb.7).

Bei zwei weiteren Proben bildeten die Zellen nach finf Tagen ein typisches
Pflastersteinrelief pigmentierter Zellen aus. Wahrend der Zeit der Kultivierung

(7 Tage, 12 Tage) zeigte sich jedoch keine Proliferation oder sonstige
Veranderung der Zellen (Abb.8).
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Abbildung 7: hRPE auf hILM, am zwdélften Tag nach der Praparation

Abbildung 8: hRPE auf hILM, am siebten Tag nach der Praparation
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3.2.2 Semidunnschnitt

Es sind vereinzelte pigmentierte Zellen auf der ILM erkennbar (Abb.9).

Abbildung 9: Semidlinnschnitt (hRPE auf hILM, fixiert am dritten Tag nach der
Praparation)

3.2.3 Elektronenmikroskopie

Hier zeigten sich vereinzelte Zellen auf der ILM, die ihrer retinalen Seite
anhafteten. Die vitreale Seite liegt auf dem Coverslip. Melanosomen sind noch
erkennbar. Alle weiteren Organellen und die Zellwande sind nicht mehr

sichtbar. Vermutlich wurden sie wahrend der Fixation destruiert (Abb.10).

Abbildung 10: hRPE auf hILM, fixiert am dritten Tag nach der Praparation
(M= Melanosomen)
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3.3 Humane ARPE19 Zellen

Um trotz der geringen Ausbeute an humanen Zellen aus den Augen
Verstorbener das Verhalten humaner Zellen auf der ILM beobachten zu
kénnen, wurden flnf weitere sheet- Transplantate mit humanen ARPE19 Zellen
auf humaner ILM angefertigt. Hier wurden Verhalten und Aussehen der Zellen

ausschlieBlich lichtmikroskopisch untersucht.

3.3.1 Kultur und Lichtmikroskopie

Am Tag der Praparation sah man einzeln liegende, abgerundete,

nicht- pigmentierte Zellen auf und neben der ILM liegen (Abb.11).

Am Tag danach hatten sich die Zellen angehaftet und bildeten ein
Pflastersteinrelief aus. (Abb.12).

Bis zum nachsten Tag hatten die Zellen aufgrund der grof3en Anzahl an Zellen
eine nahezu hundertprozentige Konfluenz auf der ILM und dem Coverslip
erreicht (Abb.13).

Abbildung 11: ARPE19 auf hILM am Tag der Praparation
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Abbildung 12: ARPE19 auf hILM, am ersten Tag nach der Praparation

Abbildung 13: ARPE19 auf hILM, am zweiten Tag nach der Praparation
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4. Diskussion

Die Zellen des retinalen Pigmentepithels sind hochdifferenzierte Zellen mit
vielfaltigen Funktionen. Sie sind Bestandteil der Blut- Retina- Schranke, sorgen
fur die Erneuerung der Aullenglieder der Photorezeptoren und bilden eine
funktionelle Einheit mit ihnen. Der Transport von Nahr- und Abfallstoffen
zwischen den Photorezeptoren und der Aderhaut sowie die Speicherung und
Konversion von Vitamin A-Estern wird durch die RPE- Zellen ermdglicht.

Ein Funktionsverlust der RPE- Zellen fuhrt direkt und indirekt zu retinalen
Degenerationen und in deren Folge zu einem irreversiblen Sehverlust (10).

Die Netzhautdegeneration der RCS- Ratte, bei der die Phagozytose der
Aulenglieder durch die RPE- Zellen gestort ist, scheint durch die
Transplantation von Pigmentepithelzellen grundsatzlich heilbar (12, 26).

Diese Erfolge im Tiermodell fihrten zu der Hoffnung, dass auch Erkrankungen
des Menschen, denen ein Defekt des RPE zugrunde liegt, durch die
Transplantation gesunder Zellen therapiert werden konnen.

Potentielle Erkrankungen des Menschen, die dabei in Frage kommen sind
Degenerationen der Makula, Morbus Stargardt, dominante Drusen, vitelliforme
Makuladystrophien und einige Formen der Retinopathia pigmentosa . Es ist
jedoch nicht sicher, ob ein Ersatz der RPE- Zellen tatsachlich eine Heilung
erbringen wurde, da die Pathomechanismen der humanen retinalen
Degenerationen bisher nicht vollstandig verstanden sind(10).

Im Falle der AMD wird angenommen, dass oxidativer Stress zu einer
Schadigung der RPE- Zellen und diese wiederum zu entztindlichen Reaktionen
der Bruchschen Membran und der Aderhaut fuhrt. Es resultiert eine veranderte
Extrazellularmatrix, welche eventuell eine weiteren Schadigung des RPE, der
Retina und der Aderhaut nach sich zieht (38)

Auch wenn die Pathogenese der AMD bis heute nicht vollstandig verstanden
ist, geht man davon aus, dass die Entwicklung der AMD mit einem
zunehmenden Funktionsverlust der RPE- Zellen zusammenhangt.

Man nimmt daher an, dass im Rahmen einer Therapie der AMD die RPE-

Zellen den Angriffspunkt flr eine Verbesserung der Sehfunktion darstellen.
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Der Erfolg der RPE- Transplantation im Tiermodell konnte jedoch bisher noch
nicht auf die Anwendung beim Menschen Ubertragen werden.

Die Schadigungen der Bruchschen Membran und/ oder choroidale
Neovaskularisationen im Falle der AMD filhren dazu, dass es, obwohl der
Subretinalraum als ,immunprivilegierter* Bereich angesehen wird, zur
AbstoRung nicht-autologer Transplantate kommt (39)

Die Transplantation autologer RPE- Zellen als Zellsuspension in den
Subretinalraum zeigte, dass diese gut toleriert wurden. Bis zu einem Zeitraum
von 24 Monaten traten keine Rezidive der vor der Transplantation extrahierten
CNV auf; es kam jedoch auch zu keiner signifikanten Verbesserung der
Sehfunktion (27).

Hierbei konnte die Synthese von antiangiogenen Faktoren durch die
transplantierten Zellen zu einer Verhinderung der Neubildung von CNV geflihrt
haben.

Das Wissen, dass flr die normale Funktion des retinalen Pigmentepithels seine
Organisation als Monoschicht mit definierten apikalen und basalen Domanen
von Bedeutung ist, fihrte zu der Hoffnung, dass die Transplantation als sheet
eine zusatzliche Verbesserung der Sehfunktion erbringen kann (40)

Wenn auch die Praparation und Transplantation gegenuber einer
Zellsuspension deutlich erschwert ist, bietet die Transplantation als sheet die
Maoglichkeit, die Zellen bereits als Monoschicht mit polarisierter Ausrichtung in
den Subretinalraum einzubringen.

Daruber hinaus konnte die sheet- Unterlage eine vorubergehende Abdeckung

der beschadigten Bruchmembran bewirken (40).

Es sollen nun einige der bisherigen Erfahrungen mit verschiedenen Materialien,
die als Unterlage fir solche sheet- Transplantate verwendeten wurden, und die
Madoglichkeiten der Membrana limitans interna, als Grundlage eines autologen

Transplantates zu dienen, diskutiert werden.
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Unsere Ergebnisse zeigen, dass porkine RPE- Zellen gut auf der ILM anhaften
konnten. Innerhalb von drei Tagen bildeten sie ein typisches Pflastersteinrelief
aus, begannen an den folgenden Tagen zu konfluieren und erhielten weiterhin
eine normale Morphologie Uber mindestens sieben Tagen. Dies zeigte sich
sowohl in der Lichtmikroskopie als auch in der Elektronenmikroskopie.

Humane RPE- Zellen aus Spenderaugen hafteten der ILM in wenigen Fallen an
und proliferierten nach der Adhasion nicht. Ein Grund hierflr kénnte die lange
Zeit zwischen Tod des Spenders und Entnahmezeit der Zellen sein. Im Mittel
wurden die Augen 10,72 Stunden nach dem Tode enukleiert, dann wurde die
Kornea als Spenderorgan prapariert, bevor die RPE- Zellen entnommen
werden konnten. Die Praparation der Kornea dauert im Mittel zwei Stunden.
Vermutlich hatten die humanen Zellen so schon zu viel Schaden genommen,
um anzuhaften und konfluieren zu kdénnen. Dies wird zusatzlich dadurch
bestatigt, dass humane RPE- Zellen von Spenderaugen auch in entsprechend
vorbereiteten Zellkulturschalen schlecht wachsen.

Humane Zellen der ARPE19- Linie hafteten sehr gut auf der ILM und bildeten
innerhalb von 24 Stunden intakte Zellschichten aus.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich die retinale Seite der ILM gut als
Tragerschicht fir porkine und humane RPE- Zellen eignet, der Erfolg der

Adhasion und Proliferation jedoch von der Vitalitat der Zellen abhangt.

Weitere Studien untersuchten Kollagen Typ | als Tragersubstanz fir fetale,
humane RPE-Zellen, die anschlieRend als sheet- Transplantat in den
Subretinalraum von Hasen transplantiert wurden.

Das Kollagen ermoglichte es den RPE- Zellen, eine Epithelschicht auszubilden,
und die Netzhaut stellte sich lichtmikroskopisch Uber dem Transplantat intakt
dar. Da die Kollagenmembranen sehr weich und flexibel waren, lieRen sie sich
jedoch schlecht verarbeiten.

Durch UV-Bestrahlung konnte eine Quervernetzung der Polymere (cross-
linked) erreicht werden, was das Kollagen steifer macht und die Transplantation
der Membranen erleichterte. Dies flihrte aber zu einer Schadigung der Retina

uber dem Transplantat, es kam hier auch zu keiner Resorption des Kollagens.
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Auch bei Transplantation des cross- linked Kollagens ohne RPE-Zellen kam es
zu einer Degeneration der Photorezeptoren Uber der Kollagenmembran. Die
Autoren vermuten, dass das verdickte Kollagen eine physikalische Barriere flr
den Transport von Metaboliten zwischen der Aderhaut und den RPE-Zellen

sowie der Retina darstellt (29).

Castellarin et al. (41) beschreiben den Versuch, die Bruch-Membran
Verstorbener als Grundlage fur fetale RPE- Zellen zu nutzen.

Die Basalmembran Verstorbener béte eine gute Grundlage fur die RPE- Zellen,
ist jedoch sehr schwer zu praparieren und kann nicht wie die ILM beim

Patienten selber enthommen werden.

Die Transplantation allogener vorderer Linsenkapsel bote Vorteile in der
Hinsicht auf die Schwierigkeit der Praparation.
Kiilgaard et al. (30) verpflanzten die vordere Linsenkapsel von Schweinen in

den Subretinalraum von Schweinen der gleichen Art (Danish landrace pigs).

Sie priften die Toleranz des Transplantates und priften, ob eine
Reepithelialisierung der Linsenkapsel durch Empfanger- RPE stattfindet.

Sie wabhlten hierfir den Zugang uber eine pars plana- Vitrektomie.

Blieb die Bruch-Membran dabei unbeschadigt, wurde das Transplantat gut
toleriert und durch RPE- Zellen und Gliazellen des Transplantatempfangers
reepithelialisiert. Bei beschadigter Bruch-Membran kam es aber zu einer

entzundlichen Reaktion und der Bildung choroidaler Neovaskularisationen.

Zwei Studien konnten gute Adhasion und Proliferation humaner RPE- Zellen
und derer von Hasen auf humanen Amnionmembranen zeigen (31, 42).

Die Amnionmembran der Plazenta besteht aus einem gefallosen Stroma, einer
relativ dicken Basalmembran, die aus Kollagen Typ IV und Laminin aufgebaut
ist, und einem einschichtigen Epithel.

Sie kann wahrend eines Kaiserschnittes leicht gewonnen werden und stellt sich

als elastisches und transparentes Gewebe dar.
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Vor dem Aufbringen der RPE- Zellen wurde das Epithel mittels Dispase
entfernt, damit die RPE- Zellen direkt auf der Basalmembran zu liegen kamen.
Es wurden ebenfalls humane RPE- Zellen von Corneaspendern verwendet.
Diese waren im Alter von 30 und 45 Jahren verstorben. Die humanen RPE-
Zellen hafteten der Basalmembran der Amnionmembran innerhalb von 24
Stunden an. Bis zum funften Tag bildeten sie Kolonien aus. Die Zellen wurden
uber 30 Tage kultiviert und bildeten bis dahin ein einschichtiges Epithel aus
(31).

Diese Ergebnisse lassen darauf schliefien, dass sich Amnionmembranen gut
als Unterlage fur RPE- sheet- Transplantate eignen.

Ihr Nachteil besteht jedoch darin, dass sie als Fremdmaterial zu einer
AbstoBungsreaktion fuhren koénnen. Dies ist vor allem bei Patienten mit
fortgeschrittener AMD zu beflirchten, da durch eine Schadigung der Bruch-
Membran der ansonsten immunprivilegierte Subretinalraum fur Immunzellen

zuganglich wird.

Die vordere Linsenkapsel mit einer Dicke von 10-20 um (43) als auch die
Amnionmembran, die mit einer Dicke von 90-190 um (31) angegeben ist, sind
um das zehn bis hundertfache dicker als die Bruch-Membran mit einer Dicke
von 2um ( 43).

Dies konnte neben einer Distorsion der retinalen Lage auch einen erschwerten
Stoffaustauch zwischen Choroidea, Pigmentepithel und Retina bedeuten.
Abschlie®end kann man sagen, dass das Gewebe, welches als Grundlage fir
ein sheet- Transplantat dienen soll, gute Moglichkeiten der Adhasion und
Reepithelialisierung durch die RPE- Zellen bieten und einen normalen Transfer
von Nahr- und Abfallstoffen zwischen der Choroidea und den Zellen, die sie
versorgt, gewahrleisten muss. Des Weiteren muss es die Gefahr einer

Immunantwort so gering wie moglich machen.
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Die Verlagerung der sheets in den Subretinalraum kann Schwierigkeiten
bereiten, indem die Transplantate Faltenbildung =zeigen oder sogar
unabsichtlich invertiert appliziert werden(23). Um dies zu vermeiden, ist eine

moglichst geringe Flexibilitat des Gewebes notwendig.

Unsere Versuche zeigen, dass unter bestimmten Bedingungen die ILM eine
exzellente Grundlage fiir das Uberleben und die Proliferation bei gleichzeitiger
Differenzierung der RPE- Zellen bietet.

Die Praparation der ILM ist heute ein Routineeingriff. Daher kdnnte die ILM als
Homograft in einem zweizeitigen Vorgehen dienen. Da sie biologisch vertraglich
ist, wirde man keine Abstollungsreaktion erwarten. Die Membran ist mit einer
Dicke von 25 000 A (=2,5 um) am posterioren Pol (6) sehr diinn, hat eine feine,
dreidimensionalen Netzstruktur und viele Poren mit einem Durchmesser von 10
bis 25nm (44), die eine gute Durchlassigkeit von Nahrstoffen ermdglichen.

Wie durch Bhatt et al. (29) bei der kollagenen Tragersubstanz beschrieben stellt
sich jedoch auch bei der ILM das Problem der Ambivalenz zwischen moglichst
geringer Dicke der Tragersubstanz flr eine ungestorte Diffusion bei gleichzeitig
moglichst geringer Flexibilitat, um eine gute intraoperative Handhabung der

sheets zu gewabhrleisten.
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5. Zusammenfassung

Im Tiermodell der RCS- Ratte konnte gezeigt werden, dass die Transplantation
von retinalen Pigmentepithelzellen in den subretinalen Raum sowohl die
Degeneration von Photorezeptoren als auch die Ausbildung von
Neovaskularisationen aufhalten kann. Dies fuhrte zur Hoffnung, degenerative
Erkrankungen der Retina beim Menschen, denen ein RPE- Zelldefekt zugrunde
liegt, therapieren zu konnen.

Neben der Transplantation von RPE- Zellen als Suspension oder RPE/Bruch-
Membran/Aderhaut-Blécken wurde in zahlreichen Studien die Herstellung von
sheet- Transplantaten untersucht. Man erhoffte sich, durch eine geeignete
Unterlage den RPE- Zellen den Erhalt ihrer Differenzierung und Polaritat sowie
die Ausbildung eines einschichtigen Zellrasens zu erleichtern und somit ideale
Vorraussetzung flr eine Funktionalitat des Transplantates zu erreichen.

Die Entnahme der ILM ist heute ein Routineeingriff. Sie bietet dadurch und
aufgrund ihrer typischen Eigenschaften einer Basalmembran beste
Vorraussetzungen, als Unterlage eines autologen RPE- Transplantates
eingesetzt werden zu kdnnen.

In dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass RPE- Zellen aus
Schweineaugen auf der ILM adharieren und proliferieren kénnen. Uber einen
Zeitraum von sieben Tagen erhalten sie dabei typische morphologische
Merkmale, was anhand von Licht- und Elektronenmikroskopie untersucht
wurde.

Humane Zellen Verstorbener adharierten nur in wenigen Fallen, es kam im
beobachteten Zeitraum zu keiner Konfluenz der RPE- Zellen.

Zellen der humanen ARPE19- Zellinie bildeten innerhalb von 24 Stunden einen
intakten Zellrasen auf der ILM aus.

Die Ergebnisse legen nahe, dass sich die ILM gut als Tragerschicht fur RPE-
Zellen eignet, der Erfolg der Adhasion und Proliferation jedoch von der Vitalitat

der Zellen abhangt.
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