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Untersuchungen zur Entwicklung der Augenlinse
und Auswirkungen auf den Elastizitatsverlust im alternden Auge

Das Ziel dieser Studie war die histologische und immunhistochemische Analyse der Entwick-
lung der Affenlinse und im adulten Stadium der Vergleich mit der menschlichen Linse im
Hinblick auf die spatere Entwicklung von Elastizitatsverlusten am Beispiel der Kataraktbil-
dung im Erwachsenenalter und des sog. Pseudoexfoliationssyndroms (PEX), das mit intra-
okularen und extraokularen (viszeralen) granuldren Ablagerungen einhergeht. Intraokular
manifestieren sich im alternden Auge und insbesondere bei PEX-Katarakten, granulare Ver-
anderungen in der Linse, der Iris und des Kammerwinkels, nicht selten assoziiert mit einem
Offenwinkelglaukom. Ein Auge mit PEX gelangt in der Regel zu einer Kataraktoperation, und
wenn ein Begleitglaukom vorliegt, zu einer gleichzeitigen Glaukomoperation. Zum Erreichen
des Zieles wurden Kryostatschnitte aus fotalen Augen von Affen der Gattung ,Callithrix jac-
chus” sowie aus Augen neugeborener Affen der gleichen Gattung aus adulten humanen und
Affenaugen mit immunhistochemischen Methoden gegen neun verschiedene Antigene un-
tersucht und mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet.

Die Ergebnisse zeigen immunhistochemisch eine embryonale Expression von Linsenprotei-
nen in den fotalen Augen im dritten Gestationsmonat, am Tage der Geburt und in adulten
Stadien. Die gangigen Proteine der Extrazellularmatrix (Kollagene, Laminin, Fibronektin)
konnten, wenn auch in etwas veranderter Intensitat -, in allen Stadien gefunden werden.
Weiter wurden Uberlebensassoziierte Faktoren (BCL-2 und GAP-43) im Linsenkapselepithel
dokumentiert. Sowohl in den Affenaugen aller Stadien als auch in den humanen Schnitten
waren beide Faktoren unverandert exprimiert. Das Zytoskelletprotein Vimentin, das eigent-
lich in glialen Zellen der Retina exprimiert wird, konnte in der Linsenrinde detektiert werden,
was auf seine mogliche Beteiligung bei der Stabilitdt der Linse und insbesondere der Kapsel
hinweist. Die Linsenstrukturproteine, die man als Kristalline kennt, werden friih in der fétalen
Affenlinse exprimiert und spielen nach gangiger Meinung eine immens wichtige Rolle bei der
Stabilitdtserhaltung und der optischen Linsentransparenz. Die Ergebnisse zeigen, dass das
Proteinmuster in der Linse und in den benachbarten Augenkompartimenten friih in der féta-
len Entwicklung angelegt wird. Die Beobachtungen und der Vergleich mit der adulten Linse
stitzen die Hypothese, dass mit zunehmendem Alter die Elastizitdt des Kapsel-Epithel-
komplexes und der kortikalen Fasern aufgrund von Scherkraften wahrend des akkommodati-
ven Verschleilles zwischen dem weichen Linsenkortex und des sklerosierenden Linsenkerns
abnimmt. Dadurch entstehen sehr wahrscheinlich Mikrorisse in der Kapsel, die zur sekunda-
ren flussigkeitsbedingten Eintribung (Katarakt) und Exfoliation von Proteinen (Katarakt und
Glaukom) fihren kénnen.
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Abklrzungsverzeichnis und Begriffsdefinition/-Erlauterung

Kurzel/Begriff Definition

o = Alpha (griechisch)

Abb. = Abbildung

AH = Aderhaut

B = Beta (griechisch)

BCL-2 = Beta Cell Leukemia-2

bzw. = beziehungsweise

y = Gamma (griechisch)

ca. = circa

d. h. = das heildt

ECCE = Extrakapsulare Kataraktextraktion
f. = folgend

ff. = fortfolgend

FZ = Visusangabe: ,Fingerzahlen®
GI-IOL = Glaukomoperation und Implantation einer Hinterkammerlinse
GAP = growth associated protein

HB = Visusangabe: ,Handbewegungen®
I0OD = Intraokularer Druck

IOL = Intraokularlinse

LSP = Visusangabe: ,Lichtscheinprojektion®
M = mannlich

p. = page (engl.: Seite/n)

PEX = Pseudoexfoliationssyndrom

PoT = Postoperativer Tag

R/L = Rechts/Links

s0g. = sogenannte(r/s)

W = weiblich

WBG =  Winkelblockglaukom

WHO = Weltgesundheitsorganisation




1.0 Einleitung

1.1 Embryonalentwicklung der Linse

Sehr frih in der Entwicklung des Auges, namlich im Stadium der Bildung des prima-
ren Augenvesikels am 22. Gestationstag kommt es zur induzierenden Bildung der
Linse durch zellulare Interaktionen zwischen dem sich ausstulpenden prosencepha-
len Neuralrohr und dem darUber liegenden Ektoderm. Es kommt rasch zur morpholo-
gischen Verdickung und Differenzierung der prospektiven Linsenplakode (Abbildung
1), die sich spater einstulpen wird, um die embryonale Linse zu bilden (Coulombre
and Coulombre, 1969; Marschal et al., 1982). Dass der Kontakt zwischen Neuralrohr
und Ektoderm fur die Linsenentwicklung entscheidend ist, zeigt sich im Ergebnis:
Bleibt dieser Keimblatterkontakt aus, so bildet sich eine Aphakie. Dass die Linse ek-
todermalen Ursprungs ist, zeigt sich in der lebenslang zu beobachtenden Beteiligung

der Linse an generalisierten Hauterkrankungen.

alw
alofo|ofefe]* Jv

a) Linsenplatte b) Linsengrube (friih)

d) Linsenblaschen e) Linsenblaschen mit Polster f) Embryonaler Kern

Abb. 1: Schematische Darstellung der Entwicklungsstadien der Linse
(nach Naumann, 1996: Pathologie des Auges)



Die Linsenplakode oder Linsenanlage ist zunachst am 22. Gestationstag einschich-
tig, jedoch mikroskopisch erkennbar verdickt gegenuber dem restlichen, nicht indu-
zierten Ektoderm. Durch die grubenformige Einstulpung der Linsenplakode (Abbil-
dung 1b) formiert sich die nach aufden konkave Linsengrube (Abbildung 1c), aus der
sich ein Linsenblaschen entsteht (Abbildung 1d-e). In der weiteren Differenzierung
stellt sich auf der einen Seite eine regressive Abschnirung von Epithelzellen und auf
der anderen Seite werden zwischen Linsenblase und oberflachlichem Epithel erste
phagozytotische Zellen beobachtet (Cuadros et al., 1991).

Eine verstarkte Zellteilungsaktivitat und Wachstum der Linse zeigt sich vor allem ab
der 7. Gestationswoche unter dem Einfluss von lokal produzierten und vor Ort wir-
kenden Wachstumsfaktoren - wie Insulin ,like growth factor®, Fibroblast ,growth fac-
tor* - (McAvoy et al., 1991) sowie von Mitgliedern aus der Familie zellularer Onkoge-
ne wie c-fos und c-jun (Rinaudo und Zelenka, 1992), die auch als Transkriptionsfak-
toren bekannt sind. Die Hauptteilungszone befindet sich in der pradquatorialen Lin-
senregion, wobei sich die Epithelzellen der distalen Linsenblase nach vorne strecken
und langgestreckte Linsenfasern bilden. Gleichzeitig migrieren die Zellkerne der neu-
gebildeten Zellenfasern nach proximal und finden sich nach Migrationsende in der
Fasermitte (Coulombre und Coulombre, 1969). Durch Drehungsexperimente an der
proliferierenden Linse wurde nachgewiesen, dass die Elongationsfahigkeit nur den
proximalen, der Netzhaut zugewandten Epithelzellen vorenthalten ist. Durch Prolife-
ration und Differenzierung von Linsenfasern sowie durch das allgemeine Wachstum
in der Linsenblase nimmt das Volumen des Linsenblaschens zunehmend ab. Die
prospektive Linsenkapsel ist bereits in der 3. Embryonalwoche vorhanden (Lerche
und Wulle, 1969).

1.2 Differenzierungsprozesse und Bildung des Linsenepithels, der Lin-
senkapsel und der Linsenfasern

Am Ende der 4. Embryonalwoche ist die solide Auffullung der Linse beendet und es
entsteht der Embryonalkern. Ab diesem Stadium beschrankt sich die Bildung neuer
Fasern auf die Teilung von Epithelzellen an der Aquatorialzone. Die Anlagerung
neuer Fasern geschieht appositionell, d. h. schichtweise auf3en an bereits vorhande-

ne Fasern, die dadurch nach zentral verlagert erscheinen. Dabei verlieren die
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zentralwarts geschobenen Fasern ihre Zellkerne und tragen damit zur homogenen
optischen Transparenz des Linsenkerns bei. Bei diesem Vorgang des Zellkernverlus-
tes handelt es sich um eine inkomplette Zellapoptosis, bei der nicht mehr durch Pha-
gozytose, sondern durch Autophagie alle nichttransparenten Organellen, also auch
der Chromatin-haltige Zellkern abgebaut werden zugunsten der optischen Transpa-
renzzunahme (Stupp und Thanos, 2005). Die lebhafte Zellteilung in der germinativen
Aquatorialzone des Linsenepithels bleibt lebenslang erhalten und tragt zu einer steti-
gen Zunahme der Linsegrofe. Auch die einzelnen Faserzellen (Linsenfasern), die
durch die hoch geordnete Anordnung der Kristallinproteine transparent bleiben, wer-

den fur eine lebenslange Funktion angelegt (Abbildung 2).

In der Abbildung 2 sind aus einer dorsalen Sicht die Abfolgen der frihen Linsenbil-
dung gezeigt. Die Anlagerung des Augenblaschens an die ventrale Wand des Pros-
encephalons und die Verdickung der Linsenplakode im Oberflachenektoderm sind
deutlich (Abbildung 2a). Die mittige und sich Uber den gesamten Durchmesser des
Linsenblaschens erstreckende VergroRerung der Linsenplakode, und die symmet-
risch in der Mitte des Augenblaschens parallel dazu verlaufende Invagination des
Vesikels (gelblicher Bereich in Abbildung 2b) sind sichtbar. Eine symmetrische Ein-
stulpung des zentralen Bereichs der Linsenplakode ist der Beginn der Bildung einer
zunachst nach auflen offenen Linsengrube (Abbildung 2c). Das Linsenepithel ist
noch zirkular teilungsfahig und wird spater von der Linsenkapsel umgeben (Abbil-
dung 2d).

Storungen der regularen Linsenentwicklung und Differenzierung gehen mit der Bil-
dung einer angeborenen Katarakt einher. Es handelt sich um eine angeborene Miss-
bildung, die meistens durch Infektionen wahrend der Schwangerschaft auftreten (R6-
teln, Toxoplasmose, Mumps etc.). Man vermutet aus epidemiologischen Daten der
Weltgesundheitsorganisation, dass 200.000 Kinder weltweit an angeborener Katarakt
erblindet sind, und dass jedes Jahr ca. 20.000 bis 40.000 Kinder mit doppelseitigen

Katarakten geboren werden (Foster et al., 1997).



a) b)

Augenbecher

Augen-
blaschen

Neuralektoderm

Linsenplakode

q) Spétere Neuroretina

Linsengrube

Spateres Pigment-
epithelium der Retina

Abb. 2: Dorsale Aufsicht auf die frihe Entwicklung der Linse: A) Bildung der Lin-
senplakode als zunachst umschriebene Verdickung des Ektoderms Uber der
Ausstllpung des Augenblaschens aus der ventralen Wand des Prosen-
cephalons in der 4. Embryonalwoche. b) VergroRerung der Linseplakode
und Invagination des Augenbechers. c) Bildung de Linsengrube durch Ein-
stulpung der linsenplakode. d) Das nun geschlossene Linsenblaschen ist
von einem teilungsfahigen Linsenepithel umgeben, das eingekapselt ist
(modifiziert nach: Cvecki und Piatigorsky, 1996).

Das vordere Linsenepithel bleibt in Kontakt mit dem Oberflachenektoderm. Spater in

der Entwicklung wird sich Mesenchym zwischen dem vorderen Linsenepithel und
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dem ektodermalen Oberflachenepithel durchschieben, aus dem sich die Hornhaut
entwickelt. Die urspringlichen basalen Anteile des Epithels werden nach aulen ge-
drangt, und die Epithelbasalmembran wird zur Linsenkapsel (Lerche and Wulle,
1969). Das Epithel liegt als einschichtige kubische Zellschicht unter der vorderen Lin-
senkapsel und zeigt geschlechtsspezifische Dichtenunterschiede mit 5.780,6 Zel-
len/mm? bei Frauen und 5.008,6 Zellen/mm? bei Mannern in einer altersangegliche-
nen Population (Guggenmoos-Holzmann et al., 1989). Die einzelnen Epithelzellen
sind mit spezialisierten Konakten (Zonula occludentes oder gap junctions) mit ihren
Nachbarzellen verbunden, wahrend ihre apikale Membran tber gap junctions mit den
oberflachlichen Linsenfasern in Kontakt bleibt (Marschall et al., 1982). Die einzelnen
Epithelzellen werden zur germinativen Zone des Aquators hin diinner und in der ger-
minativen Zone bleiben sie lebenslang mitotisch aktiv, obwohl mit zunehmendem
Alter die Zahl der Mitosen pro Zeiteinheit abnimmt. Im Laufe des Alterns flachen die
Epithelzellen ab und ihre zelldichte nimmt ab mit einer Zellverlustrate, die
geschlechtsunabhéngig bei ca. 7,8 Zellen/mm?/Jahr liegt (Guggenmoos-Holzmann et
al., 1989). Ultrastrukturell nimmt im Alter die zahl von Organellen ab, es treten ab-
norm veranderte Mitochondrien sowie multilamellare Einschlisse und Vakuolisierun-

gen auf, die auf degenerative Erscheinungen hindeuten (Perry et al., 1979).

1.3 Funktionsrelevante zellulare Veranderungen der Linsenkomparti-
mente

Das zunachst uniforme, geschlossene und zellkernhaltige Linsenepithel (Abbildung
2d) zeigt in seinem posterioren Teil eine sehr unterschiedliche Weiterentwicklung als
in seinem anterioren Teil. Die Zellen des posterioren Epithels strecken sich namlich
in das Lumen des Linsenblaschens hinein und behalten zunachst ihre Zellkerne (Ab-
bildung 3A). Sobald ihre apikalen Spitzen die Ruckwand des anterioren Epithels er-
reichen, verlieren die posterioren Zellfasern ihre Zellkerne und die weiteren Organel-
len und werden zu den primaren Linsenfasern umgewandelt (Abbildung 3B). Wah-
rend dessen bleiben die anterioren Epithelzellen einschichtig und behalten ihre Zell-
kerne (Abbildung 3B). Am &quatorialen Ubergang zwischen dem anterioren und
posterioren Epithel teilen sich Epithelzellen und bilden sekundare Linsenfasern, die
sich ringférmig um die primaren Linsenfasern strecken (Abbildung 3C). Dieser aqua-

toriale Bereich wird von nun an die Stelle der kontinuierlichen Produktion von Linsen-
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fasern, die auch ihre Organellen und Zellkerne verlieren (Abbildung 3D). Die Ausdif-
ferenzierung der sekundaren Linsenfasern dauert wahrend des ganzen Lebens an
(Abbildung 4A). Da aber der Linsenumfang beim Erwachsenen nicht mehr zunimmt,
wird das neue Linsenfasermaterial immer kompakter und der Druck auf den Linsen-

nukleus wird groRer.

Die vordere Linsenkapsel grenzt das darunter liegende kubische Linsenepithel und
die Linse selbst gegen die hintere Augenkammer ab. Die Kapsel ist eine homogene,
elastische Basalmembran und besteht aus Extrazellularmatrixproteinen in einer Di-
cke von ca. 17 um im Zentralbereich und ca. 23 ym im aquatornahen Bereich. Hinter
dem Aquator wird die Kapsel diinner und wird am hinteren Pol mit 4 ym am dinns-
ten. Die Funktion der Linsenkapsel besteht erstens in der Bildung einer Permeabili-
tatsbarriere zum extralentalen Raum und zweitens in der Bildung von Insertionsstel-
len flr Zonulafasern, die ihrerseits aufgrund ihrer Elastizitat eine lebenslange wichti-
ge Rolle bei der Linse spielen. Zu diesem Zweck der Anheftung von Zonulafasern ist
in der Nahe des Aquators eine diinne Zonulalamelle von ca. 0,5 bis 1 ym Dicke ober-
flachlich aufgelegt. Ultrastrukturell besteht die Linsenkapsel aus Kollagen 1V, Fibro-
nektin, Heparansulfat-Proteoglykan, Antactin und Laminin (Mohan and Spiro, 1986;
Ohrloff, 1994). Die Linsenkapsel verdickt sich im praaquatorialen Bereich im Laufe
des Lebens um ca. 0,08 ym/Jahr. Es treten im fortgeschrittenen Alter fibrillare Ein-
schllisse auf und auf funktioneller Ebene nimmt sowohl die Barrierefunktion als auch
die Elastizitat der Kapsel ab (Tripathi and Tripathi, 1983).

Die Linse als ganzes Organ vervierfacht sich gewichtsmaRig zwischen der Geburt
(ca. 65 mg) und dem Alter (ca. 270 mg) (Tripathi and Tripathi, 1983). Die Linsefasern
verdichten sich durch die appositionelle Anlagerung neuer Fasern, am Aquator wer-
den zum Kern hin stark komprimiert. Der Linsenkern sklerosiert und tribt konsekutiv
ein. Auf biochemischer Ebene verandert sich die Proteinzusammensetzung durch
photooxidativ bedingte Aggregation von Proteinen (Bermann, 1994) sowie durch Bil-
dung freier Radikale und gleichzeitiger Abnahme von antioxidativ wirkenden Enzy-
men (Borkmann and Lerman, 1977). Die biochemischen Veranderungen stellen ei-
nen Ubergang zwischen der physiologischen Alterung der Linse und der Bildung ei-
ner senilen Katarakt dar und stehen wahrscheinlich in ursachlichem Zusammenhang

mit der Entwicklung der Katarakt in Verbindung.



Abb. 3: Bildung von Linsenfasern und Beginn der Kristallinproduktion in der embryonalen
Linse: A) Die posterioren noch zellkernhaltigen Linsenzellen (blau) strecken sich
in das Lumen des Linsenblaschens hinein (primare Linsenfasern). B) Die prima-
ren Linsenfasern flllen das Lumen aus und verlieren ihre Zellkern und weitere
Zellorganellen (blau). C) Bildung von sekundéren Linsenfasern (hellrot am Aqua-
tor) aus teilungsfahigen Epithelzellen (rot). D) Ausdifferenzierung der sekundaren
Linsenfasern (geschlossener hellroter Ring um die primaren Fasern (blau)). a: an-
terior, p: posterior

Das Wachstum der Linse am Aquator findet wahrend des ganzen Lebens statt (Ab-
bildung 4A). Auf molekularer Ebene steht die Entwicklung des Augenbechers unter

der Kontrolle der Pax-Gene, einer Familie von Transkriptionsfaktoren mit fundamen-
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taler Bedeutung flr die Augen- und Linsenentwicklung (Cvecki und Piatigorsky,
1996). Das Pax-6-Gen ist zustandig fur die Kontrolle der Entwicklung der Linse und
der vorderen Augenabschnitte (Abbildung 4B), wahrend Pax-2 die Entwicklung der
Neuroretina und des Sehnervs kontrolliert (Abbildung 4B). Beide Gene stehen unter
der Ubergeordneten Kontrolle des sog. Sonic-Hedgehoc-Gens dessen Proteinpro-
dukte einen positiven Einfluss auf das Pax-2 und einen negativen Einfluss auf das
Pax-6 ausuben (Mey und Thanos, 2000).

A B

retina

lens
vesicle

tic stalk Pax-6

Hedgehog ——(+) Pax-2
proteins () Pax-

Abb. 4:  A) Vollstdndige embryonale Linse mit allen Schichten. B) Schematische Zeich-
nung des Vertebratenauges und der Linse mit eingezeichneten Genen, die die
Differenzierung kontrollieren. Die Differenzierung des vorderen Augenabschnitts
und insbesondere des Linsenvesikels wird vom Pax-6-Gen kontrolliert. (Aus: Mey
und Thanos, 2000, verandert).

1.4 Anlagebedingte Veranderungen in der Linse am Beispiel des Pseu-
doexfoliationssyndroms

Die erste Beschreibung des Pseudoexfolations-(PEX)-Syndroms geht auf Lindberg
im Jahre 1917 zurlck, der in der skandinavischen Bevdlkerung das Syndrom detail-
liert beschrieb, obwohl mdglicherweise Axenfeld (1911) die ersten Beobachtungen
gemacht hat. Terminologisch ist es vom echten Exfoliationssyndrom der Linsenkap-
sel bei Glasblasern und StahlgielRern (Feuerlamelle) abzugrenzen. In der skandinavi-

schen Literatur wird weiterhin der Begriff Exfoliationssyndrom verwendet. PEX wurde
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inzwischen auch in Deutschland als relativ haufiges Syndrom mit einer Inzidenz von
3,5 % im Durchschnitt Katarakt-Altersgruppen beschrieben (Naumann at al., 1989)
und scheint nicht nur die Strukturen des vorderen Augenabschnitts zu betreffen
(Naumann et al., 1998; Schlotzer-Schrehardt et al., 1992a, 1993), sondern auch
extraokulare Strukturen und Viszeralorgane (Streeten et al., 1992). Das PEX-
Syndrom wurde in der Zwischenzeit weltweit mit unterschiedlicher Inzidenz beschrie-
ben, wobei an dieser Stelle aus der Fulle von Publikationen nur ein paar Literaturbei-
spiele erwahnt werden (Ball et al.,, 1989; Forster et al., 2005; Konstas and Allan,
1989; Kozobolis et al., 2000; Yalaz et al., 1992). Die Bedeutung der Beteiligung der
viszeralen Organe ist noch nicht verstanden, weist aber auf die gemeinsame embry-
onale Herkunft intraokularer Strukturen und dieser Organe hin. Veranderungen im
vorderen Auge bestehen in der Entwicklung einer Rigiditat der Pupille, die sich medi-
kamentds schlecht dilatieren Iasst und als Risikofaktor fur die Operation gilt, schwa-
che Zonulafasern, periphere iridokapsulare Adhasionen, oft subluxierte Linsen mit
Lentodonesis (Kasimpris et al., 2004) und starke Tendenz zur Fibrinreaktion (Raitta
et al., 1986). Es handelt sich offensichtlich um eine generalisierte Erkrankung des
vorderen Augensegments mit potenziell schwerwiegenden Folgen fur die Linsen-
transparenz (Fama et al., 1993) und fur die gesamte Funktion des Auges, weil ver-
schiedene Gewebe betroffen sind. Aus histopathologischer Sicht handelt es sich um
eine mit altersassoziierte, degenerative Fibrillopathie, bei der ein grauweil3es, fibrilla-
res Material auf der Oberflache der beteiligten Strukturen des vorderen Augenab-
schnitts (Ritch and Schlétzer-Schrehardt, 2001).

Das fibrillare Material wird multifokal produziert und entsteht im vorderen Augenab-
schnitt entweder aus unpigmentiertem Ziliarkdrperepithel oder aus Irispigmentepithel
oder aus Linsenepithel oder aus dem Hornhautendothel (Miyake et al., 1989; Inoue
et al., 2003), oder aus dem Trabekelwerkendothel (Meyer et al., 1984; Schlbtzer-
Schrehardt and Naumann, 1994 fur Literatur). Aullerdem scheint es assoziiert zu
sein mit fast allen Zelltypen im Irisstroma (Amari et al., 1994; Asano et al., 1995).
Lichtmikroskopisch ist das Material PAS-positiv, Masson-positiv, Gromoris-
Chromhamoxycilin-positiv, eosinophil und phanotypisch baumchenartig verzweigtes
Material auf allen Strukturen des vorderen Augenabschnitts (vordere Linsenkapsel,
Ziliarkorper, Zonulafasern, Trabekelwerk, Hornhautrlickflache usw.) (Dark and Stree-
ten, 1990; Davison, 1993; Knorr et al., 1991). PEX-Fibrillen erscheinen elektronen-
mikroskopisch gesehen niemals intrazellular, sondern ausschliel3lich auf der Oberfla-
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che von Zellen. Fur eine aktive Sekretion der Fibrillen spricht die Tatsache, dass die
produzierenden Zellen hypersekretorisch erscheinen und ein prominentes en-
doplasmatisches Retikulum und Erhohung der Mitochondrien aufweisen. Bei den
Fibrillen handelt es sich nach elektronenmikroskopischer Betrachtung um abnormes
Material der Extrazellularmatrix, das sich Uber den Kammerwasserfluss sich im ge-
samten Vorderkammerabschnitt ausbreitet und ablagert (Morrison et al., 1988). Ins-
gesamt ist aber sowohl die Iris (Brooks and Gillies, 1983) als auch die Vorderkam-
merflissigkeit verandert (Bleich et al., 2004; Berlau et al., 2001; Helbig et al., 1994;
Ho et al., 2005; Klchle et al., 1994a, b).

Die Pathogenese des PEX bleibt noch unklar, obwohl verschiedene Theorien existie-
ren, die sich auf histopathologische Befunde stitzen. Ein entscheidender Grund fur
die Diversitat der Theorien ist die Tatsache, dass zu wenig Material zu Verfigung
steht, um proteinchemische Untersuchungen mit der notwendigen Auflésung durch-
zufuhren. Man ging anfanglich davon aus, dass das mit Antikbrpern gegen Amyloid
anfarbbare PEX-Material tatsachlich Amyloid ist (Meretoja und Tarkkanen, 1975).
Diese Annahme konnte sich nicht bestatigen. Die zweite Theorie ging von einer Ba-
salmembrangenese des PEX-Materials aus. Mit immunhistochemischen Methoden
konnte tatsachlich nachgewiesen werden, dass Basalmembran-Komponenten wie
Laminin, Heparansulfat-Proteoglycan, Entactin/Nidogen im PEX-Material vorhanden
sind (Konstas et al., 1990, Schildtzer-Schrehardt et al., 1992). Die dritte Theorie
nimmt an, dass elastische Mikrofibrillen der Hauptanteil von PEX sind (Streeten,
1993). Dafur spricht die Tatsache, dass auch extraokulare Organe ahnliche elastisch-
fiblrillare Ablagerungen aufweisen. Unabhangig davon, lasst sich das PEX-Syndrom
eher als eine komplexe Veranderung aus dem Bereich generalisierter degenerativer
Fibrillopathien mit konsekutiven Veranderungen von Basalmembranen und Extrazel-
lularmatrix beschreiben. Bezuglich des lentikularen Materials nahmen Schlbtzer-
Schrehardt und Naumann (1994a, b) an, dass das charakteristische Verteilungsmus-
ter des PEX-Materials durch regional verschiedene Mechanismen entsteht: Zum ei-
nen wird PEX aktiv durch das praaquatoriale Linsenepithel in der germinativen Zone
produziert und zum zweiten findet eine passive Ablagerung des Materials durch
Kammerwasser (Yaksel et al., 2001) sowohl auf die Linsenkapsel (zentrale Scheibe)

als auch auf die Iris (granulares Material).
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1.5 Alterung der Linse und die Folgen von feinen Entwicklungsstérun-
gen

Mit keinem anderen Augenleiden ist die augenarztliche Tatigkeit so eng gekoppelt
wie mit der typischen Alterseintribung der Linse, dem grauen Star. Es ist deshalb
erstaunlich, dass die Ursachen dieser fundamentalen Veranderung einfach als ,al-
tersbedingt” vereinfacht und missverstanden wird. Obwohl es auch auf3ere Faktoren
gibt, die eine Katarakt induzieren und/oder verstarken, so trifft es aber im Grofien
und Ganzen zu, dass die senilen Kataraktformen die Mehrheit ausmachen. Nach den
epidemiologischen Daten der WHO geht hervor, dass heute ca. 20 Millionen Men-
schen weltweit an Katarakt erblindet sind, und dass jedes Jahr weitere 1 bis 2 Millio-
nen hinzukommen. Somit stellen die Katarakte die haufigste Ursache von Erblindun-

gen weltweit dar.

Supranukleare Katarakte machen etwa 50% aller senilen Linsentriibungen aus, ge-
folgt von subkapsularen Katarakten und Mischformen, die in der Regel zur Operation
gelangen. Der Kern bleibt bei den senilen Kataraktformen langer ungetribt. Die pa-
thogenetischen Faktoren der Kataraktentwicklung sind weitgehend ungeklart. Die
supranukleare Lokalisation der meisten Katarakte spricht allerdings fur die Beteili-
gung von molekularen Scherkraften zwischen Linsenrinde und Linsenkern. Letzterer
wird ab der 4ten Lebensdekade harter (Kernsklerose) und ist verantwortlich auch fur
die Entwicklung der Presbyopie, die auch in dieser Dekade einsetzt. Bei einem 45-
Jahrigen ist z. B. der Linsenkern 3-mal so hart wie beim 20-Jahrigen, wahrend bei
einem 80-Jahrigen er 8-mal so hart ist (Pau, 2006), wahrend die Linsenrinde relativ

weich bleibt.

Bei der Akkommodation und insbesondere beim Desakkommodationsvorgang kommt
es auch zu erheblichen Scherkraften zwischen der Linserinde und dem Linsenkern.
Dabei verschieben sich die weicheren Rindenfasern tGber den immer harter werden-
den Linsenkern. Es entstehen scharfe Mikrorupturen und Faserzerreilungen der kor-
tikalen Linsenfasern. Demzufolge kann Flussigkeit in die entstehenden Mikrospalten
eindringen und die lonenverhaltnisse vor allem die Kalium- und Natrium-lonen ver-
andern. Die Uber langere Zeit klar bleibenden Spalten kdnnen langsam eintriben und
werden dann mit Hilfe der biomikroskopischen Untersuchung als supranuklear gele-

gene ,radspeichenartige” Veranderungen erkannt. In Abhangigkeit vor der Zonula-
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faserntraktion am Aquator der Linse dehnen sich die ,Radspeichen® in &quatorialer

Richtung aus und gehen durch mehrere kortikale Schichtlager hindurch.

Subkapsulare Katarakte der Rinde entstehen auf dem Boden anderer Mechanismen
und insbesondere durch metabolische Stérungen vor allem auf3erhalb der Linse wie
Uveitis, langere und hochdosierte Kortisongabe, ubermafiger Alkoholmissbrauch,
ionisierende Strahlen und Medikamente. Die hintere subkapsulare Katarakt entsteht
in der Regel auch durch metabolische Stérungen, die au3erhalb der Linse ablaufen
und sekundar die hintere dinne Linsenkapsel betreffen. Im Gegensatz zum typi-
schen Alterstar gelangt bei Storungen der lonenpumpe der hinteren Kapsel Flussig-
keit von aul3en (Glaskorper) in die subkapsulare Region ein und flhrt zu Stérung des
Hydratationszustands und folglich des lonengleichgewichts mit Eintribungsfolgen.
Die eigentliche senile Katarakt im hohen Alter ist eine Kernkatarakt und entwickelt
sich zunachst in den ontogenetisch altesten Teilen der Linse (Kern). Sie schreitet
langsam voran und entwickelt sich im laufe von Jahren bis Jahrzehnten. Die Prava-

lenz von Kernsklerose bei Hundertjahrigen betragt nahezu 100% (Pau, 2006).

Es ist zu erwarten, dass die fein auf einander abgestimmten Entwicklungsvorgange
in der Linse die spatere Funktionsweise beeinflussen. Neben der Katarakt werden
weitere Veranderungen der alternden Linse auf ihre Funktion zurtickgefuhrt. Die von
Lindberg (1917) erstbeschriebene und von Voigt (1925) ersterklarte Exfoliatio lentis
zum Beispiel wurde zunachst wenig beachtet, so dass epidemiologische Studien erst
spat erfolgten. Man ging zunachst davon aus, dass PEX bei Skandinaviern auftritt,
um spater festzustellen, dass es in allen geographischen und ethnischen Populatio-
nen vorkommt. Die Pravalenz des PEX betragt in der skandinavischen Bevolkerung
zwischen ca. 8% und 31% bei den alteren Menschen der 9. Lebensdekade (Tarkka-
nen, 1984, Lumme und Laatikainen, 1993). In den meisten westeuropaischen Lan-
dern, in den USA und Japan wird die Pravalenz mit 2% bis 18% angegeben (Ball et
al., 1989; Okamura et al., 1989). Auf der anderen Seite zeigten standardisierte Ver-
fahren der Erfassung von PEX, dass keine signifikanten Unterschiede unter den ver-
schiedenen geographischen Populationen zu finden sind. Nach dieser Studie ist die
Pravalenz in Deutschland 4,7%, in England 4% und in Norwegen 6,3% (Ringvold et
al., 1988). Es ist davon auszugehen, dass wegen des schleichenden Beginns das

PEX eher unterdiagnostiziert wurde.
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Das Offenwinkelglaukom, das sich bei etwa der Halfte aller PEX-Falle entwickelt,
nimmt deshalb bei PEX hinsichtlich sowohl der Haufigkeit als auch der Schwere von
moglichen Komplikationen eine wichtige Rolle bei allen Sekundarglaukomem ein.
Bezogen auf den Anteil an allen Glaukomen, macht das PEX-Glaukom weltweit ca.
25% aller Glaukome aus. Das PEX-Glaukom hat aufgrund seiner raschen Progre-
dienz, der raschen Papillenveranderungen, dem Auftreten von Druckspitzen in den
frihen Morgenstunden (Sowka, 2004; Altintas et al., 2004), d. h. aul3erhalb der Ubli-
chen Untersuchungszeit und demzufolge der schnellen Zunahme von Skotomen eine
schlechte Prognose. Zu dieser schlechteren Prognose treten im Vergleich zum Of-
fenwinkelglaukom eine haufige Asymmetrie, starkere Kammerwinkel-Pigmentierung,
héheres Druckniveau und akute Drucksteigerungen bei Mydriasis. Aufgrund dieser
raschen Progredienz sollten Augen mit PEX bereits bei okularer Hypertension an-
tiglaukomatds behandelt werden, bis der Druck unter 17 mm Hg sinkt. Man geht da-

von aus, dass damit auch die Progression von PEX verlangsamt wird.

Interessanterweise ist PEX assoziiert mit Kataraktentwicklung (Raitta and Setala,
1986) ohne dass sie pathogenetisch miteinander assoziiert sind. Bei Kataraktpatien-
ten tritt PEX mit einer Haufigkeit von 25% bis 41% auf (Konstas et al., 1995a). Auch
die Entwicklung eines Glaukoms tritt beim PEX mit hdherer Inzidenz auf sowie die
Inzidenz des PEX mit zunehmendem Alter wachst. Insgesamt nimmt die PEX-
Haufigkeit mit dem Alter zu und fallt bei Menschen unter dem 60. Lebensjahr kaum
auf (weniger als 1%), um zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr auf 15% zu steigen
und Spitzenwerte von 48% nach dem 80. Lebensjahr zu erreichen (Lumme und Laa-
tikainen, 1993). Bei jungeren Patienten tritt PEX nur in Ausnahmefallen auf. Der
jungste Fall war eine 17-jahrige Patientin mit kongenitalem Glaukom und Trabekulek-
tomie (Konstas et al., 1995). Wegen der erhdhten Pravalenz im Alter, PEX ist relativ
haufig in Augen, die zur Kataraktextraktion gelangen. In histopathologisch untersuch-
ten Augen haben Krause und Tarkkanen (1978) nachgewiesen, dass 33% der extra-
hierten Linsen ein PEX hatten. Betrachtet man altersunabhangig die Haufigkeit von
PEX in kataraktoperierten Augen, so betragt sie im suddeutschen Raum 3,5% (Nau-
mann et al., 1989). Man geht heute davon aus, dass die Kataraktextraktion und die
Implantation einer Hinterkammerlinse einen positiven Effekt auf die Progression von
PEX haben. Eine kombinierte Operation wird inzwischen vorgezogen, weil man damit

die besten postoperativen Ergebnisse sowohl hinsichtlich des Drucks als auch hin-
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sichtlich von postoperativen Komplikationen hat (Wedrich et al., 1992; Wollensack et
al., 1992).

Bezlglich der Uni- oder Bilateralitat wurde festgestellt, dass 48% bis 76% der Patien-
ten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ein unilaterales PEX vorliegt (Futa et al., 1992).
In der Regel entwickelt sich nach Erstdiagnose eines einseitigen PEX innerhalb von
wenigen Jahren ein beidseitiges PEX (zwischen 6 und 16 Jahren). In der Regel ha-
ben aber Patienten mit einseitigem PEX bei genauer Betrachtung unter Mydriasis
auch schon punktférmige Veranderungen im kontralateralen Auge. Die Unilateralitat
von PEX-Glaukom uber Jahre ist eine wichtige Differentialdiagnose zum Offenwin-

kelglaukom.

1.6 Behandlung der alternden Linse und Kataraktchirurgie

Als Meilensteine in der Kataraktchirurgie gelten die innovativen Eingriffe von Jacques
Daviel im 18. Jahrhundert und die Behandlungen von Albrecht von Graefe im 19.
Jahrhundert. Im 20. Jahrhundert implantierte Sir Harold Ridley die ersten Intraokular-
linsen und offnete damit den Weg zum heute haufigsten operativen Eingriff in der

Medizin weltweit, mit ca. 600.000 Engriffen pro Jahr in Deutschland.

Die Kataraktchirurgie dient der Entfernung der getribten Linse und der optischen
Rehabilitation, die friher mir Starbrille, spater mit Kontaktlinsen und seit den 70er
Jahren mit phaken Intraokularlinsen bewerkstelligt wird. Die extrakapsulare Katarakt-
extraktion (ECCE) besteht darin, dass uUber einen corneoskleralen Zugang (10 bis 14
Uhr Schnitt) die Linse bei medikamentds erweiterter Pupille erreicht wird und die vor-
dere Linsenkapsel zirkular erdéffnet und entfernt wird. Die getriibte Linse wird entwe-
der mit leichtem Druck am Limbus exprimiert oder auf einer Kaltesonde aufgefroren
und aus dem Auge entfernt. Eine intraokulare Kunstlinse (IOL) mit entsprechender
dioptrischer Wirkung wird dann in den Kapselsack implantiert. Voraussetzung fur die
Implantation ist ein intakter Linsensack. Der corneosklerale Schnitt wird mit Faden
zugenaht. Bei dieser Methode kann es unter anderem zu Modifikationen in der Iris-
struktur kommen (Brazitikos and Roth, 1991).

Das in den 1980er Jahren eingefuhrte Verfahren der Phakoemulsifikation (Phako)
wird bei den meisten Kataraktformen durchgefuhrt und basiert auf die Durchfuhrung

eines cornealen Minimalschnitts, die Einfuhrung eines Phakoemulsifikators und die
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vor Ort Zerkleinerung der Linse mit Ultraschallwellen (Becker et al., 1991; Assia et
al., 1991a, b; Boke 1990). Gleichzeitig ist am Phakoemulsifikator eine Saugspulvor-
richtung eingebracht, die die Linsenreste absaugt. Der wesentliche Vorteil dieses
Verfahrens ist der Minimalschnitt und die seltenere Komplikation von postoperativem
Astigmatismus. Auch bei diesem Verfahren wird nach kompletter Linsenabsaugung
eine Intraokularlinse in den Linsensack eingepflanzt. Augen mit PEX wurden bis zur
EinfGhrung der Phakoemulsifikation mit dem ECCE Verfahren operiert. In der Zwi-
schenzeit werden PEX-Augen je nach Ausrustung der jeweiligen Einrichtung sowohl
mit ECCE als auch mit Phakoemulsifikation operiert (Boke, 1990). Sowohl ECCE als
auch Phakoemulsifikation kann mit Glaukomchirurgie kombiniert werden, meistens in

Form einer Iridektomie oder Trabekulotomie (Heuring et al., 2001).

Als Risikofaktoren fur die Kataraktchirurgie bei Augen ohne PEX gelten Vorschadi-
gungen des Auges, hintere Synechien, Re-Operationen, Verletzungen sowie syste-
mische Erkrankungen, die mit Wundheilungsstorungen einhergehen wie der Diabetes
mellitus (Guzek, et al., 1987). Die modernen Verfahren der Kataraktchirurgie gelten
aufgrund der seit den 1960er Jahren verwendeten mikrochirurgischen Mikroskope als
sehr sicher und weisen eine Komplikationsrate von weniger als 5% auf. Als typische
intraoperative Komplikationen gelten sowohl fur die ECCE als auch fur die Phakoe-
mulsifikation die Linsenkapselruptur mit Glaskorperprolaps, die Versenkung der In-
traokularlinse in den Glaskérperraum und Blutungen. Als postoperative Komplikatio-
nen sind die Pseudophakieablatio der Netzhaut, die intraokularen Entzindungen,
das Maculaddem, intraokulare Blutungen sowie anaerobe Infektionen auf der Intra-

okularlinse zu erwahnen.

1.7 Linsebedingte Risikofaktoren, die zu Komplikationen bei der PEX-
Chirurgie fihren kénnen

Es ist damit zu rechnen, dass die Scherkrafte, die beim Akkommodatiosnvorgang
entstehen, auch mit den lentalen Risikofaktoren zusammenhangen. Beide Verfahren
der Kataraktchirurgie werden bei PEX angewandt (Assia et al., 1991a, b; Drolsum et
al., 1993, 1994). Das PEX selbst galt zu Beginn der Kataraktextraktion als Risikofak-
tor (Goder, 1988; Freyler und Radax, 1994). Die Risikofaktoren fir die normale
extrakapsulare Kataraktchirurgie (ECCE) in Augen ohne PEX bestehen zum einen in
der Enge der Pupille durch die man passieren muss, um die getribte Linse zu ent-

fernen. Enge Pupillen sind der einzige signifikante Risikofaktor fir den Verlust von
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Glaskorper (Guzek et al., 1987). Glaskorperverlust tritt bei ca. 4,3% aller nicht PEX-
Patienten als intraoperative Komplikation der extrakapsularen Kataraktextraktion auf.
Kapselrupturen treten in 5,7% und Zonulafasernbriiche in 5,7% aller Patienten auf.
Die Haufigkeit von Glaskorperverlust betragt bei Pupillen von > 6 mm nur 2,8%. Bei
Pupillenweite von < 6 mm steigt die Haufigkeit von Glaskdrperverlust auf 5,9% (Gu-
zek et al., 1987; Zettersrohm et al., 1992).

Zonulafasernbriche treten mit signifikanter Haufigkeit auf, wenn PEX vorliegt, oder in
Kombination mit enger Pupille, oder wenn ungeeignete Aspirationsinstrumente ver-
wendet werden. Auf der anderen Seite scheinen Veranderungen wie hohe Myopie,
fortgeschrittene Katarakt, Glaukom, fortgeschrittenes Alter des Patienten sowie das
Vorliegen von Diabetes mellitus nicht signifikante Risikofaktoren fir Glaskdrperpro-
laps, Zonulafaserndefekte oder Kapselrupturen zu sein (Guzek et al., 1987). Andere
Autoren berichten jedoch, dass sowohl enge Pupille (Duke-Elder, 1969) als auch ho-
he Myopie und fortgeschrittene Katarakt (Yang und Kline, 1983) zu den Risikofakto-
ren fur Zonulafasern- oder Kapselrupturen zahlen. Das PEX ist assoziiert mit sponta-
ner Linsendislokation und Verlagerung (Tarkkanen, 1962, Bartholomew, 1970) als
auch mit Zonulafasernschwache wahrend der extrakapsularen Chirurgie (Raitta und
Setala, 1986; Tarkkannen, 1986).

Im hoheren Alter der Patienten ist PEX signifikant haufiger und das Geschlechtsver-
haltnis betragt zwischen Mannern und Frauen 1:1,6. Entsprechend der Gewebsver-
anderungen beim PEX steigt die Haufigkeit des intraoperativen Glaskorperverlustes
auf 11,1% wahrend er bei Augen ohne PEX lediglich 1,6% betragt. Glaskorperverlust
ist somit 7-mal so haufig bei PEX als bei Augen ohne PEX. Die hintere Kapsel ruptu-
rierte bei Augen mit PEX in 4,2% der Falle, war allerdings nicht statistisch signifikant
hdher als bei Augen ohne PEX (2,8%) (Naumann et al., 1989).

1.8 Ziel der vorliegenden Studie

Das Ziel dieser Studie war die histologische und immunhistochemische Analyse der
Entwicklung der Linse im Hinblick auf spatere Entwicklungsstérungen und insbeson-
dere der Katarakt im subkapsularen Bereich und des sogenannten Pseudoexfoliati-
onssyndroms, das mit intraokularen und extraokularen (viszeralen) granularen Abla-

gerungen einhergeht.
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Dazu wurden neben der menschlichen Linse, die als histologisches Material nach
Kataraktoperation zur Verfligung steht, auch Material aus Affenaugen (C. jacchus)
verwendet (Missler et al., 1992). Im Gegensatz zum menschlichen Material stand
auch in embryonalen und fruhen postnatalen Stadien zur Verfugung. Affenaugen
wurden aus Tierkadavern aus dem Institut fir Reproduktionsmedizin des UKM ent-
nommen und bearbeitet. Es wurden sowohl aus menschlichen Augen als auch aus
Affenaugen Schnitte bearbeitet, die entlang der Augenachse entstanden sind und die

wesentlichen Augenkompartimente zeigen (s. Abbildung 5).

Die gangigen Proteine der Extrazellularmatrix (Kollagene, Laminin, Fibronektin)
konnten wenn auch in etwas veranderter Intensitat in beiden Gruppen gefunden wer-
den (Ong et al., 2003). Weiter wurden Uberlebensassoziierte Faktoren (BCL-2 und
GAP-43) im Linsenkapselepithel untersucht. In beiden Gruppen waren beide Fakto-
ren unverandert exprimiert. Die Ergebnisse stutzen die Hypothese, dass mit zuneh-
mendem Alter die Elastizitat des Kapsel-Epithelkomplexes aufgrund von Proteinab-
normalitaten durch akkommodativen Verschlei® abnimmt. Dadurch entstehen Mikro-
risse in der Kapsel und in den subkapsularen Fasern, die zur Eintribung der Linse

und zur Exfoliation von Proteinen (granulares Material) fihren.
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2.0

2.1

211

Material und Methoden

Materialien
Chemikalien

BSA (Rinderserumalbumin)
Essigsaure

Ethanol (absolut)

HBSS

Gentamytrex

Glyzerin (87%)
Kaliumchlorid

Ketamin
Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol
Methanol
Natriumkarbonat

PFA (Paraformaldehyd)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Triton X-100
Trypsin-EDTA
Xylazin

Sigma-Aldrich, Seelze
Roth, Kralsruhe

J. T. Baker, Griesheim
PAA, Paschin, Osterreich
Dr. Mann Pharma, Berlin
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Ceva, Dusseldorf
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze
PAA, Cdlbe

CEVA, Dusseldorf

In obiger Liste nicht aufgefihrte Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merk,

Sigma-Aldrich und Diagonal bezogen.

2.1.2

¢

Gerate

Auswertungseinheit mit Digitalisierhardware Zeiss, Oberkochen

Axiovision-Software
Chirurgische Pinzetten
Feine Pinzetten
Knochenzangen

Kryostat (2800 Frigocut E)
Mikroskop Axiovert 25
Mikroskop Axiovert 35
Mikroskop Axiophot

Zeiss Oberkochen
Hermle, Tuttlingen
Dumont, Schweiz

Hermle, Tuttlingen
Reichert-Jung, Heidelberg
Zeiss, Oberkochen

Zeiss Oberkochen

Zeiss Oberkochen
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+ Mikroskopkamera

+ pH-Meter

+ Praparationsscheren
+ Skalpelle und -halter
+ Vannas-Scheren

+ Wasserbad

2.1.3 Versuchstiere

v Callithrix jacchus

Zeiss Oberkochen
Knick, Omnilab, Miinster
Hermle, Tuttlingen
Hermle, Tuttlingen
Hermle, Tuttlingen

GFL, Burgwedel

Institut flr Reproduktionsmedizin

v Sprague-Dawley Ratten (Rattus norvegicus) harles River, Sulzfeld

2.1.4 Verwendete primare Antikorper

Antikorper d__Ver- Firma Bestell- Spezifitat Host
unnung nummer
a_
Crystallin, | 4199 Sanbio PS 094 bovine rabbit
a-B- (human)
Crystallin
Rat-B- Dr. BSR Lab, Dept.
Crvstallin 1:400 of Biochemistry, rat rabbit
Y Hyderabad, India
National Eye Insti-
. ) tute Bethesda, Ma- . .
y-Crystallin | 1:100 ryland 20892, Dr. bovine rabbit
Samuel Ziegler
human (cross-reacts
Fibronectin | 1:100 Sigma F 3648 with rat, MOUSE, | abbit
goat, sheep, grinea
pig, bovine, chicken)
Integrin ) . MAB
0-5-B-1 1:100 Chemicon 1969 human mouse
BCL-2 1:50 Sigma B 3170 human mouse
GAP-43 | 1:500 Sigma G 9264 | numan, monkey, | o
rat, mouse, chicken
Laminin-1 | 1:1000 Sigma L 8271 human, pig, rat mouse
Vimentin | 1:200 Sigma U 6630 h“ma”’r‘;'tg’ chick, | mouse
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2.1.5 Verwendete sekundare Antikorper

Antikdrper d"Ver- Firma Bestell- Spezifitat | Wirt
unnung nummer
Cy-2 ] Jackson Immuno Re- .
konjugiert 1:200 search, West Grove, USA 54198 Ziege Esel
Cy-3 . Jackson Immuno Re- . .
konjugiert 1:2.00 search, West Grove, USA 50092 | Kaninchen | Ziege
Cy-2 i . . .
Koniuai 1:200 Chemicon, Limburg Ziege Maus
onjugiert
Cy-3 i . . .
Koniuai 1:300 Sigma, St Louis, MO, USA | T6778 Ziege Maus
onjugiert
Cy-3 ) Jackson Immuno Re-
konjugiert 1:100 search, West Grove, USA 56475 Esel Schaf
Cy-3 ] Jackson Immuno Re- .
konjugiert 1:100 search, West Grove, USA Esel Ziege

2.2 Auswahl der Affenaugen

Alle in dieser Arbeit verwendeten histologischen und immunhistochemischen Unter-
suchungen wurden an Schnitten aus Affenaugen der Spezies Callithrix jacchus aus
der Ophthalmohistologie durchgeflihrt. Die Affenaugen stammen aus der Zucht des
Instituts fur Reproduktionsmedizin und wurden nach der Totung der Tiere aus den
Kadavern entfernt, in die Experimentelle Ophtalmologie gebracht und dort aufgear-
beitet.

Weil die Herkunft der Affenspezies relativ unbekannt ist, werden an dieser Stelle zu-

sammenfassende Daten zur Spezies vorgestellt:

Callithrix jacchus

e Spezies: Callithrix jacchus
e Genus: Callitrhirx

o Familie: Callithricidae

e Lebensareal: Ostbrasilien

e Soziales Leben:  Familiengruppen bis zu 30 Individuen (in Gefangenschaft
12). Nur ein Par pro Gruppe bekommt und erzieht Kinder zur gleichen Zeit.

e Lebensspanne: 7-10 Jahre
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e Schwangerschaftsdauer: 140-145 Tage

e Grolde: Kopf und Koérper: 18-30 cm
e Schwanz: 17-40 cm
e Gewicht: 300-500 g
e Sexuelle Reifung: 1,5 Jahre

Es gibt einen wachsenden Trend diese Affenspezies zu verwenden, weil die Tiere
relativ klein sind, nicht zu den Primaten gehoren, sich leicht und praktikabel zichten

lassen und groRe Vorteile gegentuber Makaken aufweisen.

Der Bulbus wurde in HBSS (Gibco) zunachst weitgehend von umliegendem Binde-
gewebe freiprapariert. Nach einer Inzision mit dem Skalpell (KlingengroRe 11, Aescu-
lap) im Bereich des Limbus wurde der Bulbus im vorderen Bereich mit einem zirkum-
ferenten Schnitt er6ffnet. Auf diese Weise lie3en sich die vorderen Bulbusabschnitte

und insbesondere die Linse von der Retina trennen.

Der enukleierte Bulbus bzw. das Linsenmaterial wurde in Tissue-Tek (Sakura-
Finetek) eingebettet und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Gefrierschnitte von
12 ym wurden entlang der Sehachse durch das mittlere Drittel des Auges mit dem
Kryostaten (2800 Frigocut E, Reichert-Jung) geschnitten und auf gelatinierten Objekt-
tragern (Engelbrecht) abgelegt.

Die Kryostatschnitte wurden auf einem Objekttrager (Engelbrecht) aufgebracht und
mit dem Mikroskop Axiophot mit Epifluoreszenz (Zeiss) und dem FITC-Filter (Zeiss)
analysiert. Die Praparate wurden entsprechend digital analysiert und mit dem Pro-

gramm Carl Zeiss Vision, Axio Vision Rel 4.5 fotografiert.

Zur Isolierung intraokularer Gewebe und insbesondere der Retina wurden vier radia-
re Schnitte in einem Abstand von je 90° gesetzt, so dass eine flachenhafte Ausbrei-
tung der halbkugelférmigen Netzhaut auf einer Nitrozellulosemembran (Sartorius)
moglich war. Durch zwei feine Uhrmacherpinzetten (Hermle) wurde vorsichtig die
Retina von der Sklera abgetrennt und an der Papille mit einer Kapsulotomieschere
(Gills-Welsh) vollstandig abgeldst. Die Linse wurde mit der Vorderkapsel nach oben

auf die Nitrozellulosemembran (Sartorius) kleeblattformig ausgebreitet.
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Zur besseren Anhaftung an dieser Membran wurde die Retina oder die Linse auf ei-
nem trockenen weilden sterilen Filterpapier (Whatman) abgelegt, um - ohne auszu-
trocknen - Uberschussige Flussigkeit abzusaugen. Residuen des Glaskorpers konn-
ten vorsichtig mit einer feinen Uhrmacherpinzette (Hermle) von der Ganglienzell-
schicht extrahiert werden. Der Filter mit der aufliegenden Retina oder der Linse wur-
de in ein Fixiermedium (4%-iges PFA in PBS) Uberfuhrt und nach ca. zwei Stunden

mit Mowiol 4-88 (Hoechst) auf einem Objekttrager (Engelbrecht) aufgetragen.

2.3 Indirekte Immunfluoreszenz an okuldren Kryostatschnitten

Exprimierte Proteine wurden mit der Methode der indirekten Immunfluoreszenz
nachgewiesen. Die Prozeduren fur die Gewebeaufbereitung und immunhistochemi-
sche Anfarbung wurden in Anlehnung an bereits routinemafligen Vorgehensweisen

im Labor durchgefuhrt.

Das Prinzip der Immunhistochemie basiert auf einer spezifischen Bindung eines nicht
markierten Antikbrpers an Membranantigene bzw. anderen Proteinen im Gewebe.
Der Zweitantikorper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und bindet spezifisch
an den unmarkierten Erstantikorper. Durch diese Komplexbildung lassen sich Memb-
ranantigene und andere Gewebeproteine im Fluoreszenzmikroskop darstellen.

Die Immunhistochemie erfolgte nach einem standardisierten Protokoll.

Immunhistochemisches Protokoll:

Fixieren der Schnitte in -20 °C kaltem Methanol (Merck) flr 10 min
Waschen der Schnitte in PBS, pH 7,4 fur 3 x 5 min

Blocken mit 10% fetalem Kalberserum (FCS, Seromed) fur 30 min
Entfernung der Blockierldsung

Waschen der Schnitte in PBS, pH 7,4 fur 3 x 5 min

Auftragen des Erstantikdrpers in der entsprechenden Verdiinnung
Inkubation bei 4 °C in einem wasserdampfgesattigten Gefal3 fur 24 Stunden
Waschen der Schnitte in PBS, pH 7,4 fir 3 x 5 min

Auftragen des Zweitantikorpers in der entsprechenden Verdinnung

S © ® N oA 0N

—

Inkubation bei Raumtemperatur in einem wasserdampfgesattigten Gefal} bei
Dunkelheit

11.  Waschen der Schnitte in PBS, pH 7,4 fir 3 x 5 min
12.  Eindecken der Schnitte in Mowiol (DAPI-Zusatz: 5 pl/ml)
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2.4 Mikroskopie und Auswertung

Nach der Einbettung konnten die Objekttrager (Engelbrecht) unter dem Mikroskop
Axiophot (Zeiss) mit Epifluoreszenz analysiert werden. Mit Hilfe drei verschiedener
FluoreszenZfilter (395 bis 440 nm, 450 bis 490 nm, 510 bis 560 nm) lieRen sich die
Membranantigene bzw. Gewebeproteine, die mit den Antikdrpern Komplexbindungen
eingegangen waren, in den unterschiedlichen Augenkompartimenten darstellen und

mit dem Programm Carl Zeiss Vision, Axio Vision Rel 4.5 fotografieren.
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Abb.5: Anatomie des vorderen Augenabschnitts mit der zentralen Lage der Linse,
des Zonulaapparats und der benachbarten Regionen im Erwachsenenal-
ter. Die Schnittzeichnung zeigt die Ubersicht durch den vorderen Augen-
abschnitt mit den relevanten Regionen, die mittels Fluoreszenzmikroskopie
untersucht wurden. Im Falle der Linse wurde gleichgerichteter Schnitt ge-
legt, jedoch ohne die benachbarten Regionen. Die besonders gewichteten
Augenregionen, die mittels Fluoreszenzmikroskopie dokumentiert wurden,
sind eingekreist (grun).
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Die Betrachtung und die Auswertung von Praparaten erfolgte am Axiophot Mikroskop
der Firma Zeiss. Im Phasenkontrast konnte zunachst die Qualitat der Schnittprapara-
te voruntersucht werden, bevor sie mit dem jeweiligen Antikorper inkubiert wurden
(Axioskop, oder Axiovert 25 und 35 Mikroskope Nach der immunhistochemischen
Verarbeitung wurden im Fluoreszenzmodus (Cy-2, Cy-3 und DAPI-Filter) die einzel-
nen eingebetteten Schnitte betrachtet und bei verschiedenen Vergrélierungen pho-
tographiert. Insbesondere wurde zunachst anhand eines tabellarischen Schemas die
Lokalisation der positiven Fluoreszenz Uber das gesamte Auge registriert. Im Ver-
gleich zur jeweiligen negativen Farbungskontrolle (d. h. weglassen des 1. Antikdrpers

und nur Inkubation mit dem 2. Antikérper).

Auf eine statistische Analyse wurde verzichtet, da alle Augen des gleichen Alters und
alle Schnitte fur das jeweilige Antigen die gleiche Fluoreszenz zeigten. Als goldener
Standard wurde auf jedem Objekttrager jeweils eine negative Kontrolle durchgefuhrt

und dokumentiert.
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3.0 Ergebnisse

Alle in dieser Arbeit verwendeten histologischen und immunhistochemischen Unter-
suchungen wurden an Schnitten aus Affenaugen der Spezies Callithrix jacchus aus
der Ophthalmohistologie durchgefiihrt. Diese Affenspezies weist eine Schwanger-
schaftsdauer von 140-145 Tagen auf. Auf den menschlichen Fotus Ubertragen ent-
spricht die Entwicklung eines 3-monatigen Callithrix-F6tus der Entwicklung eines ca.
5-monatigen humanen Foétus. In dieser Entwicklungsphase sind wesentliche Ent-
wicklungs- und Differenzierungsprozesse der Linse abgeschlossen und man rechnet
mit erfolgreicher Immunfluoreszenz fur eine Reihe der verwendeten Antikorper. Die
Affenaugen stammen aus der Zucht des Instituts fur Reproduktionsmedizin und wur-
den nach der dort lege artis durchgeflhrten Toétung der Tiere aus den Kadavern ent-
fernt, in die Experimentelle Ophthalmologie gebracht und dort aufgearbeitet. Es gibt
einen wachsenden Trend diese Affenspezies zu verwenden, weil die Tiere relativ
klein sind, nicht zu den Primaten gehoren, sich leicht und praktikabel zichten lassen

und grol3e Vorteile gegenuber groReren Affenspezies aufweisen.

3.1 Immunhistochemie des embryonalen und postnatalen Affenauges

3.1.1 Expression von zellularen Uberlebensproteinen (BCL-2)

Das Protein Beta Cell Leukemia-2 (BCL-2) ist ein ubiquitar vorkommendes Protein in
differenzierenden Zellen, das sehr eng mit dem programmierten Zelltod (Apoptosis)
von Zellen assoziiert ist, und dessen Rolle darin besteht Zellen vor Apoptosis zu
schiutzen. BCL-2 wurde inzwischen auch in okularen Geweben gefunden, und insbe-
sondere in der Retina von verschiedenen Organismen. Das Molekul wurde in der
Linse noch nicht ausreichend untersucht, es war aber damit zu rechnen, dass Lin-
sen-Epithelzellen BCL-2 exprimieren. Es zeigte sich tatsachlich, dass in embryonalen

Affenaugenschnitten verschiedene okulare Strukturen das Protein exprimieren.

Wie die Abbildung 6 zeigt, ist BCL-2 deutlich in der Linse und im umliegenden Ge-

webe exprimiert.
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Abb. 6: Expression von BCL-2 in der embryonalen Affenlinse und im umgebenden Gewe-
be: A-C) blaue DAPI-Farbung zur Darstellung der Zellkerne (A), griine Immunfluo-
reszenz zur Darstellung von BCL-2 (B) und (iberlagerte Farbung zur Ubersicht der
Immunlokalisation. D-F) starker VergroRerung der gleichen Region. Gelbe Pfeile
zeigen in allen Bildern das BCL-2-positive Linsenepithel. Rote Pfeile zeigen die I-
ris mit den melaninhaltigen Zellen und grine Pfeile zeigen das ebenfalls positiv
gefarbte Hornhautepithel.

Beim neugeborenen Affengewebe aber auch in der adulten Affenlinse war BCL-2

unverandert im Linsenepithel exprimiert wahrend die Expression in der Iris abnahm.

3.1.2 Expression des wachstumsassoziierten Proteins GAP-43

Das growth associated protein (GAP) mit einem Molekulargewicht von 43 kDalton
wurde primar im Nervensystem wahrend der Embryonalentwicklung entdeckt und
weitgehend charakterisiert. Es beteiligt an verschiedenen Differenzierungsprozessen
und insbesondere am Wachstum von embryonalen Fasern sowohl im zentralen als
auch im peripheren Nervensystem. In der Linse ist GAP-43 erst vor kurzem be-
schrieben (Stupp and Thanos, 2006) und man assoziiert seine lentale Expression mit
der Bildung und Differenzierung von sekundaren Linsenfasern, die lebenslang am

Linsenaquator entstehen. Es ist deshalb zu erwarten, dass das Molekul insbesonde-
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re in der sich teilenden und differenzierenden Aquatorregion exprimiert wird. Die Ab-

bildung 7 zeigt die immunhistologische Lokalisation von GAP-43.
A B C
D E F

Abb. 7: Expression von GAP-43 in der embryonalen Affenlinse und im umgeben-
den Gewebe: A-C) blaue DAPI-Farbung zur Darstellung der Zellkerne (A),
grune Immunfluoreszenz zur Darstellung von GAP-43. (B) und Uberlagerte
Farbung zur Ubersicht der Immunlokalisation. D-F) starker VergréRerung
der gleichen Region. Gelbe Pfeile zeigen in allen Bildern das positive Lin-
senepithel. Die Iris erscheint schwarz.

Interessanterweise wurde das GAP-43 in der neubegorenen, in der juvenilen und in
der adulten Linse nicht herunterreguliert, und zeigte eine hohe Expression im Linse-
nepithel und in den neu gebildeten sekundaren Linsenfasern. Die Abbildung 8 zeigt
diese Lokalisation in der Linse verschiedener Affenstadien. Auler der Linse findet
sich GAP-43 in der Retina des Affen, ist im Vergleich zur Linse dort stark exprimiert
und ist spezifisch in den Ganglienzellen in der inneren Retina zu finden. Die Rolle
von GAP-43 in der Linse ist nicht geklart, und es ist, dass dieses Phosphoprotein
aulderhalb des Nervengewebes in dieser hohen Konzentration zu finden ist. Mogli-
cherweise ist es an der Elongation und Migration der sich teilenden Epithelzellen und
der postmitotischen sekundaren Fasern. Daflir spricht die Beobachtung, dass mit

zunehmender Distanz von der Linsenoberflache die Intensitat der Anfarbung ab-
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nimmt, und dass nur eine positive Anfarbung von (noch) zellkernhaltigen Fasern zu
sehen ist (Abbildung 8C).

Abb. 8: A) Expression von GAP-43 in der postnatalen Affenretina (gelber Pfeil zeigt
die Ganglienzelleschicht): B) Anfarbung der postnatalen Affenlinse mit
deutlicher Fluoreszenz der aquatorialen Epithelzellen (roter Pfeil) sowie der
neu gebildeten Sekundarfasern unterhalb des Epithels. C) Gleiche Ansicht
einer 4wdcheigen Affenlinse mit deutlicher Anfarbung von Epithel (roter
Pfeil) und von sekundaren Linsenfasern, die noch zellkernhaltig sind (wei-
Rer Pfeil). Malstab: 50 ym. Im Verhaltnis zur embyonalen Linse ist GA-43
in postnatalen, juvenilen und adulten Stadien starker exprimiert.

3.1.3 Anfarbung von a-Kristallin

Kristalline sind I6sliche Strukturproteine der Linse und machen Uber 90% des Prote-
ingehalts der Linse aus. lhre Funktion besteht darin auf der einen Seite durch ihre
Lverpackung“ der Linse die optimale optische Transparenz zu geben und auf der an-
deren Seite die Linse vor phototoxischen Einwirkungen wahrend des ganzen Lebens
zu schutzen. In Bezug auf diese antioxidierende Wirkung sind sie den sog. Hitze-
schockproteinen sehr ahnlich, da sie cytoprotektiv wirken. lhr Molekulargewicht (MG)
ist dem MG von Hitzeschockproteinen vergleichbar. Man unterteilt die Kristalline in
drei wesentliche Gruppen, die sich nicht nur in der Molekulargréf3e, sondern auch in
der Funktion unterscheiden. Das a-Kristallin hat ein MG von ca. 28 bis 30 Kilodalton
(KD) und wird als typisches zellprotektives Protein angesehen. Es lagert sich im Zy-
toskelett von Zellen zwischen anderen Proteinen und schutzt sie im Falle von oxidati-
vem Stress vor Aggregation und Abbau. Aus diesem Grund wird das a-Kristallin hau-
fig mit dem Hitzeschockprotein 27 synonym verwendet. Alpha-Kristallin wurde inzwi-
schen auch aul3erhalb der Linse beschrieben und hat in anderen Zellen eine ahnli-

che Funktion.
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Abb. 9: Expression des o-Kristallins in der embryonalen Affenlinse: A) DAPI-
Anfarbung der Zellkerne des Linsenepithels in der anterioren Linse (roter
Pfeil) sowie der als Hintergrund angefarbten anterioren Kapsel (roter Pfeil).
B) Anfarbung des a-Kristallins (grin) zeigt eine deutliche Expression im
Epithel und in der Rinde. Die Kapsel bleibt véllig ungefarbt. C) Uberlagerte
Fluoreszenz von A und B zeigt die Beziehung von Epithel. Kapsel und Lo-
kalisation des a-Kristallins. D) Starkere Vergrdlierung zeigt das DAPI-
positive Linsenepithel. E) Die gleiche Aufnahme mit der epithelialen und
corticalen Expression von a-Kristallin. F) Uberlagertes Bild von D und E,
um die anatomischen Verhaltnisse zu zeigen.

Wie die Abbildung 9 zeigt, ist a-Kristallin sehr stark in der Linse des Affenembryos
exprimiert. Das Protein ist hauptsachlich in der Linsenrinde, im Epithel und im Lin-
senkern lokalisiert. In der neonatalen und juvenilen Linse des Affen sowie in der a-
dulten humanen Linse zeigt a-Kristallin ein ahnliches Verteilungsmuster wie in der
embryonalen Linse. Aus diesem Grunde werden die spateren Aufnahmen aus der
Affenlinse nicht dem Text beigelegt. Die Abbildung 10 zeigt die Expression von Al-
pha-Kristallin in der humanen Linse. Dieses Kristallin scheint also in Embryonalsta-
dien das endgiltige adulte Expressionmuster zu erreichen, so dass in spateren Sta-
dien lediglich quantitative Veranderungen stattfinden, die man allerdings mit immun-

histochemischen Methoden nicht nachweisen kann.
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Die Tatsache, dass a-Kristallin sowohl ein zellulares Protein in den Epithelen als

auch ein Bestandteil der corticalen Fasern ist, weist auf seine immense Bedeutung

fir gesamte Linse hin.
A B C

Abb. 10: Expression des a-Kristallins in der adulten menschlichen Linse: A) DAPI-
Anfarbung der Zellkerne des Linsenepithels in der anterioren Linse (roter Pfeil)
sowie der als Hintergrund angefarbten anterioren Kapsel (roter Pfeil). B) Anfar-

bung des a-Kristallins (grin) zeigt eine deutliche Expression im Epithel und in der
Rinde. Die Kapsel bleibt vollig ungefarbt. C) Uberlagerte Fluoreszenz von A und B

zeigt die Beziehung von Epithel. Kapsel und Lokalisation des a-Kristallins.

Aulder der Linse wird Alpha-Kristallin sehr deutlich in der Retina und dort spezifisch in
den Ganglienzellen exprimiert. Diese Expression ist spezifisch fir das embryonale
Auge. In der neonatalen Retina sowie in der juvenilen Retina und in adulten Stadien
sowohl der Affen als auch der humanen Retina ist Alpha-Kristallin nicht nachweisbar
(Abbildung 11).

Abb. 11: Die transiente Exression von a-Kristallin in den Ganglienzellen der embry-
onalen Affenretina: A) Doppelfarbung mit DAPI und Antikorper gegen Al-
pha-Kristallin, um die Schichtung der Retina darzustellen. B) Die grine Kri-
stallinfarbung ist nur in den Ganglienzellen (oberste Schicht) lokalisiert.
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3.1.4 Expression und Verteilung von B- und y-Kristallinen

Kristalline der Beta-Familie sind auch I6sliche Strukturproteine der Linse. Im Gegen-
satz zu den a-Kristallinen ist jedoch ihre Funktion noch nicht im Detail verstanden,
obwohl man auch fir sie eine antioxidative Funktion angenommen wird. In der mole-
kularen Auftrennung von lentalen Kristallinen bildet p-Kristallin einen Peack bei ca.
25 KD und ist somit dem Hitzeschockprotein HSP25 relativ nah. Man unterteilt die -
Kristalline in mehrere Isoformen, die sich nicht nur in der MolekulargroRe, sondern
auch moglicherweise in der Funktion unterscheiden. Beta-Kristallin ist wasserloslich.
Es besitzt eine grolle Homologie zum y-Kristallin und wird deshalb haufig in einer

sog. Beta-Gamma-Superfamilie angesehen.

In der embryonalen Affenlinse findet man B-Kristallin hauptsachlich im Linsencortex
und im Linsenepithel. AulRerdem findet sich eine starke Anfarbung im Bereich der

Iris. Der Ziliarkdrper zeigt kein eindeutiges Signal von B-Kristallin (Abbildung 12).

Abb. 12: Anfarbung des B-Kristallins in der Linse, Iris und Ziliarkorper: A) DAPI-
Markierung aller Zellkerne. Roter Pfeil: Ziliarkérper, griner Pfeil: Iris und
grauer Pfeil: Linsenepithel. B) Darstellung der p-Kristallinverteilung. Wah-
rend das Linsenepithel, die Iris und das Linseninnere (Fasern sich anfar-
ben, bleibt der Ziliarkdrper ungefarbt. C) Uberlagerung der Aufnahmen von
A und B.

Das y-Kristallin zeigt eine sehr ahnliche Verteilung, wie die Abbildung 13 zeigt. Ins-
besondere ist das y-Kristallin intrazellular in den Linsenepithelzellen zu finden und
zeigt dort bei starkerer Mikroskopvergréfierung eine etwas ,kérnige” Verteilung. Man

findet aber y-Kristalin auch in den jungen Sekundarfasern des Linsencortex.
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Abb. 13: Fluoreszenzaufnahmen zur Verteilung von y-Kristallin im Linsenepithel und
im Cortex: A) DAPI-Farbung. B) Gamma-Kristallinfarbung zeigt die deutli-
che granulare Verteilung von Kristallin im Zytoplasma der Epithelzellen. C)
Uberlagerte Aufnahmen von A und B.

Auch B- und y-Kristalline finden sich im Auge auf3erhalb der Linse wie im falle von f3-
Krisatllin in der Iris. Gamma-Kristallin findet sich aber auch in der embryonalen Reti-
na, in der es diffus in der aulReren plexiformen Schicht der Photorezeptoren verteilt
ist (Abbildung 14). Eine sehr starke Expression findet man aber auch in den Gang-
lienzellen (Abbildung 14). Beta-Kristallin wurde in der embryonalen Affenretina nicht

gefunden.

Abb.14: Darstellung von y-Kristallin in der embryonalen Affenretina: A) DAPI-
Anfarbung der Zellkerne in der gesamten Retina. B) Gamma-
Kristallinfarbung stellt die Ganglienzellen (oben) sehr deutlich dar. Zusatz-
lich ist eine diffuse Anfarbung in der Photorezeptorenschicht zu sehen.
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Zusammenfassend lasst sich bezlglich der drei Hauptklassen von Kristallinen fest-
stellen, dass sie bereits in der embryonalen Linse, aber auch in weiteren okularen
Geweben zu finden sind. Sie sind aber hauptséachlich im Linsenepithel, im Aquator
der Linse und im Linsenkortex sehr stark vertreten. Die Abbildung 15B zeigt eine ult-
ramikroskopische Aufnahme, die die Vorstellung der Kristallinverpackung in der Linse

wiedergibt.

Abb. 15: A) Histologische Ubersicht des aquatorialen Bereichs der Linse mit deut-
licher Darstellung des Epithels und der sich teilenden und elongierenden
Sekundarfasern. B) Die ,Verpackung® von Kristallinen in der Linse ist
hochgeordnet (nach Naumann, 1996).

Im Auge des neugeborenen Affen sind die Verteilungen der Kristalline in der Linse

den beschriebenen Verteilungen im Embryo sehr ahnlich. Es bestehen jedoch quan-

titative Veranderungen wie sie in den tabellarischen Zusammenfassungen zu sehen
sind. Auch aulRerhalb der Linse findet man deutliche Verschiebungen von Kristallin-
expression. Alpha- und Gamma-Kristalline werden zum Beispiel nur in der embryona-
len Retina transient exprimiert und sind spater nicht mehr anfarbbar (Tab. 3). Auf der
anderen Seite wird im neugeborenen, juvenilen und adulten Affenauge die Expressi-
on von o-Kristallin in der Iris, im Ziliarkorper und vor allem im cornealen Epithel zu.
Auch B-Kristallin. zeigt eine Verschiebung im Expressionsmuster bei der Reifung der

Linse.
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3.2 Expression von Uberlebensfaktoren und Kristallinen in der adulten
menschlichen Linse im Vergleich zur Affenlinse

3.2.1 Expression von BCL-2

Das ubiquitar vorkommende Protein findet man auch im Epithel von humanen Lin-
sen. Das Molekul wurde in der Linse noch nicht ausreichend untersucht, es war aber
damit zu rechnen, dass Linsenepithelzellen BCL-2 exprimieren. Es zeigte sich tat-
sachlich, dass in humanen Augenschnitten verschiedene okulare Zellen das Protein

exprimieren.

Wie die Abbildung 16 zeigt ist BCL-2 deutlich in den Linsenepithezellen zu finden.

Alle weiteren Linsenteile zeigen keine BCL-2 Expression.

Abb. 16: BCL-2 Expression im humanen Linsenepithel: A) Linsenhautchen-Praparat
nach Kataraktoperation und Kapsulorhexis. Man erkennt die polygonalen
Epithelzellen in der Phasenkontrastaufnahme. B) Phasekontrastaufnahme
eines Epithels, das fur Immunofarbung mit Antikérpern gegen BCL-2 ver-
wendet wurde. C) das gleiche Praparat nach Immunfarbung mit deutlicher
Darstellung der BCL-positiven Zellen im Epithel. D, E) Histologischer
Schnitt durch zwei humane Linsenepithelien mit deutlicher Anfarbung von
BCL-2 in allen Epithelzellen. Das Protein ist ausschlie3lich im Zytoplasma
lokalisiert und die Zellkerne bleiben frei (dunkel).
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Im Vergleich dazu ist das BCL-2 in der adulten Affenlinse sehr ahnlich exprimiert und

zeigt eine strenge Lokalisation im Linsenepithel (Abbildung 17).

A B C

Abb. 17: BCL-2 Expression im Linsenepithel der adulten Affenlinse: A) DAPI-
Farbung der Epithelzellkerne. B) Immunofarbung mit dem Ant-BCL-2 An-
tikorper. C) Uberlagertes Bild von A und B zeigt die fast ausschlieRliche
Lokalisation im Epithel und in wenigen darunter liegenden Sekundarfa-
sern.

3.2.2 Expression von Alpha-Kristallin

Alpha-Kristallin ist in der adulten menschlichen Linse exprimiert (Abbildung 10). In
der erwachsenen Affenlinse zeigt o-Kristallin eine sehr dhnliche Verteilung und ist

vorwiegend im Epithel und im Kortex der Linse lokalisiert (Abbildung 18).

A B C

Abb. 18: Expression des a-Kristallins in der adulten Affenlinse: A) DAPI-Anfarbung
der Zellkerne des Linsenepithels in der anterioren Linse (roter Pfeil) so-
wie der als Hintegrund angefarbten anterioren Kapsel (weisser Pfeil). B)
Anfarbung des a-Kristallins (griin) zeigt eine deutliche Expression im Epi-
thel und in der Rinde. Die Kapsel bleibt véllig ungefarbt. C) Uberlagerte
Fluoreszenz von A und B zeigt die Beziehung von Epithel. Kapsel und
Lokalisation des a-Kristallins.
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3.2.3 Beta- und Gamma-Kristalline

Beide Kristalline sind in der adulten humanen Linse exprimiert und zeigen eine sehr
ahnliche Verteilung wie bei der adulten Affenlinse. Die Abbildung 19A-C zeigt die
Farbung von B-Kristallin, wahrend die Abbildung 19D-F die Verteilung von y-Kristallin

in der humanen Linse darstellt.

Abb. 19: A-C) Anfarbung von B-Kristallin in der adulten humanen Linse zeigt eine
epitheliale und kortikale Verteilung. D-F) Anfarbung von y-Kristallin in der
adulten humanen Linse zeigt eine ausschliel3liche epitheliale Lokalisation
und unterscheidet sich wesentlich von der Verteilung des B-Kristallins.

3.2.4 Expression von Extrazellularmatrixmolektlen

Extrazellularmatrix findet sich hauptsachlich in der Linsenkapsel. Als Beispiele fur
solche Molekule wurden Kollagen IV, Kollagen II, Fibronektin und Laminin dargestellt.
Es zeigte sich, dass in allen Stadien der Affenentwicklung die Kapsel alle untersuch-
ten Molekule exprimiert. Als Beispiele fur die Dokumentation wurden deshalb huma-
ne Kapseln angefarbt, die eine starke Anfarbung fur alle untersuchten Molekule zeig-
ten (Abbildung 20).
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Abb. 20: Extrazellularmatrixmolekile in der humanen Kapsel: A) Kollagen IV. B)
Kollagen Il. C) Fibronektin. D) Laminin.

Proteine der Extrazellularmatrix besitzen zellulare Rezeptoren, an die sie binden und
mit den Zellen kommunizieren. Man kennt eine Reihe solcher Rezeptoren, die mehr
oder weniger spezifisch sind. Sie sind dimere membrangebundene Proteine, die aus
jeweils einer Alpha- und einer Beta-Kette bestehen. Da es unterschiedliche Alpha-
und Beta-Ketten gibt, wird die Spezifitat der Bindung durch die Kombination der Mo-
nomere miteinander bestimmt. Die Befunde diesbezlglich werden tabellarisch zu-

sammengefasst.

3.2.5 Vimentin

Das Zytoskelettprotein Vimentin ist in der embryonalen Affenlinse exprimiert. Wie die
Abbildung 21A-C zeigt, ist Vimentin Uber die gesamte embryonale Linse gleichmafig

verteilt.

Abb.21: Embryonale Vimentinexpression in der embryonalen Linse: A) DAPI-
Zellkernfarbung. B) Vimentinfarbung. C) Uberlagertes Bild aus A und B.

In der adulten Linse sowohl des Affen als auch des Menschen ist Vimentin in der pe-
ripheren Linse lokalisiert. Mit zunehmender Verlagerung zum Zentrum nimmt die Ex-

pression von Vimentin stark ab (Abbildung 22).
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Abb. 22: Expression von Vimentin in zwei humanen Linsen: A) im aquatorialen
Bereich. B) im anterioren Bereich. In allen Linsengebieten ist das Protein
nur im Randbereich der Linse exprimiert.

Die Funktion des Vimentins in diesem Bereich der Linse ist nicht klar. Es ist aber an-
zunehmen, dass das Protein zu einer Stabilisierung des Zytoskeletts von Epithelzel-
len und jungen Sekundarfasern beitragt. Fur diese Hypothese spricht auch die Tat-
sache, dass in der Retina sowohl des Affen als auch des Menschen Vimentin in den
Mullerzellen exprimiert wird, die fur ihre Stutzfunktion im retinalen Gewebe verant-
wortlich sind. Die Abbildung 23 zeigt diese Expression in der Retina, die bezuglich

der Farbintensitat der lentalen Farbung ahnelt.

Abb. 23: Expression von Vimentin in der Retina des Affen: A) Uberlagertes Bild
aus DAPI- und Vimentinfarbung. B) Lokalisation von Vimentin vorwie-
gend in den Astrozyten (oben) und in den Millerschen Stutzzellen, die
langlich durch die gesamte Retina ziehen.
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3.2.6 Fibronektin

Bei diesem Protein handelt es sich auch um ein zellstabilisierendes Extrazellularmat-
rixmolekul, das man vorwiegend in Basalmembranen findet wie z. B. in der Linsen-
kapsel aller untersuchten Stadien (Abb. 20). Interessanterweise ist Fibronektin sehr
spezifisch in Gefallkapillaren zu finden, wo es vermutlich flr die Stabilitat der Kapil-
larwand mitsorgt. In der humanen Linse kommt Fibronektin bis auf die vordere Kap-
sel nicht vor. Im Affenauge findet man das Protein sowohl im Bereich der retrolenta-
len Kapillaren in der embryonalen Linse und in den retinalen GefalRen (Abb. 24). Au-
Rerdem findet man eine deutliche Fibronektinexpression in den Gefallenden Chorioi-
dea (Abb. 24) und im Ziliarkérper. In der adulten Linse findet man kein Fibronektin
mehr. Eine ahnliche Lokalisation zeigt der zellulare Fibronektinrezeptor, der in allen

Stadien in Gefallen der Retina, der Chorioidea und des Ziliarkorpers zu finden ist.

I -
'] - -
A S

e
e R

Abb. 24: Expression von Fibronektin im embryonalen Affenauge: A) Doppelfar-
bung mit DAPI und Fibronektin. B) Fibronektinfarbung zeigt eine sehr
spezifische Farbung in den praretinalen Gefal3kapillaren (roter Pfeil) und
in den chorioidalen Gefalen (blauer Pfeil). Die restliche Retina bleibt vol-
lig ungefarbt. C) DAPI- und Fibronektinfarbung im retrolentalen Bereich.
D) Fibronektinfarbung zeigt die selektive Anfarbung von Gefalizellen und
Kapillaren in diesem Bereich.
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Expression _des Fibronektinrezeptors: Er ist in den Geweben exprimiert, in denen

auch Gefale zu finden sind und vor allem im Ziliarkérper (Abbildung 25).

A B C

Abb. 25: Expression des Fibronektinrezeptors vor allem im gefal3reichen Ziliarkorper
des embryonalen Affenauges (roter Pfeil). A) DAPI, B) Rezeptorfarbung
(roter Pfeil ist Ziliarkorper).

3.3 Tabellarische Zusammenfassung der Proteinexpressionsdaten

Tabelle 1:  Proteinexpression im embryonalen Affenauge

Augenteil:
Antigen: .| Choro- | Ziliar- | Lisen- |, . | Cor-
Retina | . . . Linse | Iris Bemerkung
idea korper | epithel nea
. . * *In retinalen
o-Kristallin | +++ - - ++ - ] Gangliezellen
B-Kristallin - - (+) (+) ++* | - - *Linsenkortex
o N - *RGC
y-Kristallin ++ - - (+) + ) T | *Cortex
BCL-2 + - - - - - - RGC
GAP-43 ++++ - (+) (+) - (+) - RGC
, . . * « | *Gefalke
Fibronektin | ++++ ++ ++ (+) - + + **diffus
Fibronektin- | _. 4 4 ) ) +* - | *Gefanre
rezeptor
Laminin-1 - - - ++* +** - - *L(apsel
subkaps
Vimentin ++++ + ++ + ++++ | - -

Die semiquanitativen Auswertungen aus der Expression von Proteinen im Auge des
embryonalen Affen am Ende der embryonalen Differenzierung zeigen eine gewebs-
spezifischen Verteilung. Wahrend Alpha- und Gamma-Kristalline sehr prominent in

den retinalen Ganglienzellen und im Linsenepithel zu finden sind, ist Beta-Kristallin
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nur im Linsenepithel, im Linsenkortex und im cornealen Epithel exprimiert. Auch
BCL-2 und GAP-43 sind eher in der Retina lokalisiert, wobei dar Ziliarkérper eine
gewisse positive Farbung fur GAP-43 zeigt. Die diffuse Verteilung von Fibronektin in
der Linse, im Ziliarkérper und in der Chorioidea zeigt, dass dieses Protein dort eine
untergeordnete Rolle spielt. Es spielt auch in der Neuroretina eine untergeordnete
Rolle denn es wird dort nicht lokalisiert, bis auf die GefaRwande, die eine deutliche
Anfarbung zeigen. Der entsprechende Rezeptor von Fibronektin ist wie erwartet auch
in den Gefallen lokalisiert. Interessanterweise findet man Fibronektin auch in retro-
lentalen Gefallzellen der embryonalen Affenlinse, was darauf hinweist, dass dieser
Augenbereich in der Embryonalentwicklung vaskularisiert wird. Die Verteilung von
Laminin in der Kapsel und im subkapsularen Bereich ist in Ubereinstimmung dieses
Proteins mit seiner komplexen Funktion in der Extrazellularmatrix. Das Vimentin wird
wie erwartet sehr stark in den retinalen Gliazellen (Mullerzellen und Astrozyten) so-
wie in der Chorioidea, im Ziliarkdrper, im Linsenkortex und im Epithel lokalisiert. Sei-

ne Funktion besteht wahrscheinlich darin die Linse zu stabilisieren.

Bei der Geburt sind die wesentlichen Differenzierungsvorgange abgeschlossen (Ta-
belle 2).

Tabelle 2:  Proteinexpression im neugeborenen Affenauge

Augenteil:
Antigen: - | Ziliar- | Lisen-
Retina Qhoro Z.'.I'ar ngen Linse | Iris | Cornea | Bemerkung
idea korper | epithel
o-Kristallin | - + B | b | (4) | Ségﬁﬁgf
B-Kristallin - - - (+) ++ - +* *Epithel
. . . . *Kern
v-Kristallin - - - (+) +++ - + “Epithel
BCL-2 i ) ) e . i ) :fubkaps.
Fasern
*RGC
GAP-43 +* - - ++ ++** - T **Fasern
***Epithel
Fibronektin +* +* ++* - - - - *Gefalde
Fibronektin- . N . o *Gefalle
rezeptor " * * ) i ) * **Epithel
Laminin-1 - - (+) ++* - (+) ++ +Kapsel
*Muller
Vimentin +++* - + Bk Sl B E S ol +++ E?Hen .
subepith.
***Cortex
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Die untersuchten Proteine zeigten wie erwartet Verschiebungen in ihrer Expression,
die in einer gewebsspezifischen Art und Weise zu sehen sind. Alpha-, Beta- und
Gamma-Kristalline sind nicht mehr in den retinalen Ganglienzellen lokalisiert, son-
dern in der Linse selbst, im Linsenepithel, und interessanterweise im Hornhaute-
pithel. Auch BCL-2 und GAP-43 sind nicht mehr in der Retina lokalisiert, sondern im
Linsenepithel in den jungen Sekundarfasern des Aquators und im cornealen Epithel
(GAP-43). Fibronektin ist in der Linse nicht mehr exprimiert und bleibt weiterhin in
Gefalken der Retina, der Chorioidea und des Ziliarkérpers beschrankt. Ahnliches gilt
fur den Fibronektinrezeptor, der zusatzlich im Epithel der Cornea zu finden ist. Die
Verteilung von Laminin in der Kapsel und im subkapsularen Bereich ist in Uberein-
stimmung dieses Proteins mit seiner komplexen Funktion in der Extrazellularmatrix.
Das Vimentin wird wie erwartet sehr stark in den retinalen Gliazellen (Mullerzellen
und Astrozyten) sowie im Ziliarkorper, im Linsenkortex und im Epithel lokalisiert. Sei-

ne Funktion besteht wahrscheinlich darin die Linse zu stabilisieren.

Tabelle 3: Proteinexpression im juvenilen Affenauge

Augenteil:
Antigen: Cho- | Ziliar- | Lisen- I-
Retina | ro- kor- epi- Linse fis Cornea | Bemerkung
idea per thel
: - * « | “subkaps.
o-Kristallin - + + ++ +H++ | (+) | ++ “Epithel
B-Kristallin - - - (+) ++ - +* *Epithel
, . * - *Kern
v-Kristallin - - - (+) +++ - + “Epithel
BCL-2 - : o | wee | | o | o | [Subkaps.
Fasern
*RGC
GAP_43 +* _ - ++ ++** _ +*** **Fasern
***Epithel
Fibronektin +* +* ++* - - - - *Gefalle
Fibronektin- . . . . *Gefalle
rezeptor * * ¥ ) ) ) ¥ **Epithel
Laminin-1 - - (+) ++* - (+) ++ +Kapsel
*Maner
Vimentin +++* - + T T I +4q | Zellen
**subepith.
***Cortex
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Auf Proteinebene zeigte die juvenile Linse ein sehr ahnliches Muster wie die neona-
tale Linse (Tabelle 3). Alpha- Beta- und Gamma-Kristalline sind weiterhin hoch expri-
miert im Linsenepithel, und interessanterweise mit zunehmender Intensitat im Horn-
hautepithel. Auch BCL-2 und GAP-43 sind im Linsenepithel, in den jungen Sekundar-
fasern des Aquators und im cornealen Epithel (GAP-43) zu finden. Fibronektin ist
weiterhin in den GefalRen der Retina, der Chorioidea und des Ziliarkérpers zu sehen.
Ahnliches gilt fiir den Fibronektinrezeptor, der zusatzlich im Epithel der Cornea zu
finden ist. Die Verteilung von Laminin in der Kapsel und im subkapsularen Bereich ist
in Ubereinstimmung dieses Proteins mit seiner komplexen Funktion in der Extrazellu-
larmatrix. Das Vimentin wird unverandert in den retinalen Gliazellen (Mullerzellen und
Astrozyten) sowie im Ziliarkorper, im Linsenkortex und im Epithel lokalisiert. Seine

Funktion besteht wahrscheinlich darin die Linse zu stabilisieren.

Tabelle 4: Expression von Proteinen in der adulten Affenlinse

_ Linsenteil:

Antigen: Linsenkapsel | Linsenepithel | subkapsular | Linsenrinde Linsenkern
o-Kristallin - +++ +++ +++ +++
B-Kristallin - ++ ++++ ++++ ++
y~Kristallin - +++ ++++ ++++ ++
BCL-2 - +HH++ (+) - -
GAP-43 - +++ ++ (+) -
Fibronektin } } ) } B
Fibronektin- - + (+) - -
rezeptor
Laminin-1 T+t + - - -
Vimentin (+) ++ ++++ ++++ +

Die adulte Linse des Affen (Tabelle 4) sowie die humane Linse (Tabelle 5) zeigen ein
sehr ahnliches Muster von Proteinverteilung wie die juvenile Linse. Neben den Kri-
stallinen, die sehr stark gefarbt sind, findet man BCL-2 im Linsenepithel und Horn-
hautepithel. Moglicherweise hat dieses wichtige Uberlebensprotein in diesen regene-
rativen Epithelien eine antiapoptotische Funktion und schutzt sie vor toxischen Ein-
wirkungen (Hornhaut) bzw. vor mechanischen Beanspruchungen (Linse). Die selekti-

ve Expression von GAP-43 im Linsenepithel und in den jungen Sekundarfasern

-43 -



spricht daflr, dass dieser Linsenbereich wachstumsfahig Uber das ganze Leben
bleibt, was ja auch morphologisch zu beobachten ist. Auch Fibronektin und sein Re-
zeptor bleiben sowohl in der Affenlinse als auch in der humanen Linse unverandert
exprimiert. Gleiches gilt fur das Laminin und das Vimentin. Ihre Lokalisation ist wahr-
scheinlich an der Stabilisierung der auf3eren Linse gekoppelt und kdnnte teilweise
erklaren, dass mit zunehmender Nutzung im rahmen der Akkommodation zu Veran-
derungen fuhren kann, die dann zur senilen Katarakt fihren. Inwieweit die Katarakt
die Folge von Nutzungserscheinungen auf zellularer und molekularer Ebene ist,

bleibt noch zu zeigen.

Tabelle 5:  Expression von Proteinen in der adulten humanen Linse
_ Linsenteil:
Antigen: Linsenkapsel | Linsenepithel | subkapsular | Linsenrinde Linsenkern

a-Kristallin

B-Kristallin - ++ ++++ ++++ ++
y-Kristallin - +++ ++++ ++++ ++
BCL-2 - ++++ (+) - -
GAP-43 - +++ ++ (+) -
Fibronektin - - - - -
el N N N R R
Laminin-1 ++++ + - - -
Vimentin (+) ++ ++++ ++++ +

Zusammenfassend lasst sich aus der Quantifizierung des Farbemusters in dieser
Studie bestatigen, dass Uber die Aufschllsselung der zelluldaren und molekularen
Linsendifferenzierung verschiedene Linsenveranderungen wie die Katarakt und das
PEX besser verstanden werden konnten. Diese Untersuchung war nicht ausschop-
fend, zeigte jedoch, dass jedes Protein eine besondere Lokalisation sowie ein ent-
wicklungsspezifisches Muster aufweist, das mit seiner Funktion zusammenhangt. Die
Analyse weiterer Proteine und der kodierenden Gene wird notwendig sein, um das
Bild der Linsenentwicklung zu komplettieren. Der Vergleich zwischen der Affenlinse
in verschiedenen Stadien und der nur in adulten Stadien erhaltlichen humanen Linse

liefert wertvolle Hinweise auch zur Entwicklung der humanen Linse.
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4.0 Diskussion

4.1 Allgemein

Das Ziel dieser Studie war die histologische und immunohistochemische Analyse der
Entwicklung der Linse im Hinblick auf spatere Entwicklungsstérungen und insbeson-
dere der Katarakt im subkapsularen Bereich und des sog. Pseudoexfoliations-
syndroms, das mit der Bildung von granularen Ablagerungen aus der Linse einher-
geht. Dazu wurde neben der menschlichen Linse, die als histologisches Material
nach Kataraktoperation zur Verflgung steht, auch Material aus Affenaugen (C. jac-
chus) verwendet (Hearn, 1987). Im Gegensatz zum menschlichen Material stand bei
Affen auch Material in embryonalen und frihen postnatalen Stadien zur Verfligung
(Hedrichson et al., 2006). Affenaugen wurden aus Tierkadavern aus dem Institut fur
Reproduktionsmedizin des UKM entnommen und bearbeitet. Es wurden sowohl aus
menschlichen Augen als auch aus Affenaugen Schnitte bearbeitet, die entlang der

Augenachse entstanden sind und die wesentlichen Augengewebe zeigen.

Es wurden Unterschiede im immunhistochemischen Verhalten von embryonalen,
neugeborenen, juvenilen und adulten Affenaugen mit adulten humanen Augen unter-
sucht und miteinander verglichen. Man geht jedoch davon aus, dass die Entwicklung
des menschlichen Auges sehr ahnlich verlauft (Mann, 1964). Die gangigen Proteine
der Extrazellularmatrix (Kollagene, Laminin, Fibronektin) konnten - wenn auch in
etwas veranderter Intensitat - in beiden Gruppen gefunden werden. Weiter wurden
Uberlebensassoziierte Faktoren (BCL-2 und GAP-43) im Linsenkapselepithel unter-
sucht. In beiden Gruppen waren beide Faktoren unverandert exprimiert. Die Ergeb-
nisse stutzen die Hypothese, dass mit zunehmendem Alter die Elastizitat des Kapsel-
Epithelkomplexes aufgrund von Proteinabnormalitaten durch akkommodativen Ver-
schleild abnimmt. Dadurch entstehen Mikrorisse in der Kapsel und in den subkapsu-
laren Fasern, die zur Eintrubung der Linse und zur Exfoliation von Proteinen (granu-

lares Material) fihren.

4.2 Proteinexpression wahrend der Entwicklung der Linse

Unser Verstandnis zur Linsenentwicklung ist Voraussetzung fur eine profunde Analy-
se von molekularen und zellularen Mechanismen, die zu bestimmten Altersverande-
rungen fuhren. Es ist interessant, dass das anti-apoptotische Molekll BCL-2 nicht in

der Embryonallinse zu detektieren ist. Auf der anderen Seite ist es von Bedeutung,
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dass BCL-2 wohl in der Retina des dreimonatigen Embryos zu finden ist, wohl als
Zeichen dafir, dass apoptotische Vorgange in der Retina zeitlich anders verlaufen
als in der Linse. Insbesondere ist dabei zu betonen, dass die BCL-2 Expression in
den retinalen Ganglienzellen mit der Differenzierung und Reifung dieser Zellen und
ihrer Verbindungen im Gehirn einhergeht. Dafir spricht auch die sehr starke Expres-
sion von GAP-43 in den Ganglienzellen und weniger im lentikularen Epithel der Emb-
ryonallinse. Der primare Augenvesikel bildet sich am 22. Gestationstag und es
kommt zur induzierenden Bildung der Linse durch zellulare Interaktionen zwischen
dem sich ausstilpenden prosencephalen Neuralrohr und dem darlber liegenden Ek-
toderm. Es kommt rasch zur morphologischen Verdickung und Differenzierung der
prospektiven Linsenplakode, die sich spater einstulpen wird, um die embryonale Lin-
se zu bilden (Coulombre and Coulombre, 1969; Marschal et al., 1982). Dass der
Kontakt zwischen Neuralrohr und Ektoderm fur die Linsenentwicklung entscheidend
ist, zeigt sich im Ergebnis: Bleibt dieser Keimblatterkontakt aus, so bildet sich eine
Aphakie. Dass die Linse ektodermalen Ursprungs ist, zeigt sich in der lebenslang zu
beobachtenden Beteiligung der Linse an generalisierten Hauterkrankungen. Die Lin-
senplakode oder Linsenanlage ist zunachst am 22. Gestationstag einschichtig, je-
doch mikroskopisch erkennbar verdickt gegentber dem restlichen, nicht induzierten
Ektoderm. Durch die grubenférmige Einstllpung der Linsenplakode formiert sich die
nach aulRen konkave Linsengrube, aus der sich ein Linsenblaschen entsteht. In der
weiteren Differenzierung stellt sich auf der einen Seite eine regressive Abschnurung
von Epithelzellen und auf der anderen Seite werden zwischen Linsenblase und ober-
flachlichem Epithel erste phagozytotische Zellen beobachtet (Cuadros et al., 1991).
Interessanterweise findet man in der Embryonallinse eine verstarkte Expression von
Kristallinen und von Proteinen der Extrazellularmatrix wie Laminin und Fibronektin.
Ihre unterschiedliche zellulare Lokalisation zeigt allerdings, dass sowohl die ver-
schiedenen Kristalline als auch die Extrazellularmatrix-Proteine unterschiedliche

Funktionen wahrend der Differenzierung haben.

4.3 Differenzierungsprozesse und Bildung des Linsenepithels, der Lin-
senkapsel und der Linsenfasern

Die solide Auffullung der Linse ist am Ende der 4ten Embryonalwoche beendet und
es entsteht der Embryonalkern. Ab diesem Stadium beschrankt sich die Bildung neu-

er Fasern auf die Teilung von Epithelzellen an der Aquatorialzone. Die Anlagerung
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neuer Fasern geschieht appositionell, d. h. schichtweise auf3en an bereits vorhande-
ne Fasern, die dadurch nach zentral verlagert erscheinen. Dabei verlieren die
zentralwarts geschobenen Fasern ihre Zellkerne und tragen damit zur homogenen
optischen Transparenz des Linsenkerns bei. Bei diesem Vorgang des Zellkernverlus-
tes handelt es sich um eine inkomplette Zellapoptosis, bei der nicht mehr durch Pha-
gozytose, sondern durch Autophagie alle nichttransparenten Organellen, also auch
der chromatinhaltige Zellkern abgebaut werden zugunsten der optischen Transpa-
renzzunahme (Stupp und Thanos, 2005). Die lebhafte Zellteilung in der germinativen
Aquatorialzone des Linsenepithels bleibt lebenslang erhalten und trégt zu einer steti-
gen Zunahme der Linsegrofie. Auch die einzelnen Faserzellen (Linsenfasern), die
durch de hoch geordnete Anordnung der Kristallinproteine transparent beleiben wer-

den fur eine lebenslange Funktion angelegt.

Am Ende der embryonalen Differenzierung werden die untersuchten Proteine in einer
gewebsspezifischen Art und Weise exprimiert. Wahrend a- und y-Kristalline sehr
prominent in den retinalen Ganglienzellen und im Linsenepithel zu finden sind, ist B-
Kristallin nur im Linsenepithel, im Linsenkortex und im cornealen Epithel exprimiert.
Auch BCL-2 und GAP-43 sind eher in der Retina lokalisiert, wobei dar Ziliarkdrper
eine gewisse positive Farbung fur GAP-43 zeigt. Die diffuse Verteilung von Fibronek-
tin in der Linse, im Ziliarkérper und in der Chorioidea zeigt, dass dieses Protein dort
eine untergeordnete Rolle spielt. Es spielt auch in der Neuroretina eine untergeord-
nete Rolle denn es wird dort nicht lokalisiert, bis auf die Gefallwande, die eine deutli-
che Anfarbung zeigen. Der entsprechende Rezeptor von Fibronektin ist wie erwartet
auch in den Gefallen lokalisiert. Interessanterweise findet man Fibronektin auch in
retrolentalen Gefalzellen der embryonalen Affenlinse, was darauf hinweist, dass die-
ser Augenbereich in der Embryonalentwicklung vaskularisiert wird (Gariano et al.,
1994). Die Verteilung von Laminin in der Kapsel und im subkapsularen Bereich ist in
Ubereinstimmung dieses Proteins mit seiner komplexen Funktion in der Extrazellu-
larmatrix. Das Vimentin (Bozanic et al., 2006; Kivela and Unsitalo, 1991; Sandilands
et al., 1995) wird - wie erwartet - sehr stark in den retinalen Gliazellen (Mullerzellen
und Astrozyten) (Distler, 1996) sowie in der Chorioidea, im Ziliarkorper, im Linsenkor-
tex und im Epithel lokalisiert. Seine Funktion besteht wahrscheinlich darin die Linse
zu stabilisieren. Allerdings tragen weitere Proteine zur Stabilisierung der Linse bei,
wie z. B. Zytokeratine (Kasper and Viehbehn, 1992), die in dieser Studie nicht unter-
sucht wurden.
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Stérungen der regularen Linsenentwicklung und Differenzierung gehen mit der Bil-
dung einer angeborenen Katarakt einher. Es handelt sich um eine angeborene Miss-
bildung, die meistens durch Infektionen wahrend der Schwangerschaft auftreten (Ro6-
teln, Toxoplasmose, Mumps, etc.). Man vermutet aus epidemiologischen Daten der
Weltgesundheitsorganisation, dass 200.000 Kinder weltweit an angeborener Katarakt
erblindet sind, und dass jedes Jahr ca. 20.000 bis 40.000 Kinder mit doppelseitigen
Katarakten geboren werden (Foster et al., 1997). Das vordere Linsenepithel bleibt in
Kontakt mit dem Oberflachenektoderm. Spater in der Entwicklung wird sich Mesen-
chym zwischen dem vorderen Linsenepithel und dem ektodermalen Oberflachene-
pithel durchschieben, aus dem sich die Hornhaut entwickelt. Die ursprunglichen ba-
salen Anteile des Epithels werden nach aul’en gedrangt, und die Epithelbasal-
membran wird zur Linsenkapsel (Lerche and Wulle, 1969). Das Epithel liegt als ein-
schichtige kubische Zellschicht unter der vorderen Linsenkapsel und zeigt ge-
schlechtsspezifische Dichtenunterschiede mit 5.780,6 Zellen/mm? bei Frauen und
5.008,6 Zellen/mm? bei Mannern in einer altersangeglichenen Population (Guggen-
moos-Holzmann et al., 1989). Die einzelnen Epithelzellen sind mit spezialisierten Ko-
nakten (Zonula occludentes oder gap junctions) mit ihnren Nachbarzellen verbunden,
wahrend ihre apikale Membran Uber ,gap junctions mit den oberflachlichen Linsen-
fasern in Kontakt bleibt (Marschall et al., 1982). Die einzelnen Epithelzellen werden
zur germinativen Zone des Aquators hin diinner und in der germinativen Zone blei-
ben sie lebenslang mitotisch aktiv, obwohl mit zunehmendem Alter die Zahl der Mito-
sen pro Zeiteinheit abnimmt. Im Laufe des Alters flachen die Epithelzellen ab und
ihre zelldichte nimmt ab mit einer Zellverlustrate, die geschlechtsunabhangig bei ca.
7,8 Zellen'/mm?Jahr liegt (Guggenmoos-Holzmann et al., 1989). Ultrastrukturell
nimmt im Alter die zahl von Organellen ab, es treten abnorm veranderte Mitochond-
rien sowie multilamellare Einschlisse und Vakuolisierungen auf, die auf degenerative
Erscheinungen hindeuten (Perry et al., 1979). Welche der nachgewiesenen Proteine
an der Linsentribung beteiligt sind, kann aus der vorliegenden Arbeit nicht abgeleitet

werden.

4.4 Funktionsrelevante zellulare Veranderungen in der postnatalen
Linse

Die Untersuchung der neugeborenen Linse des Affen sollte einen Vergleich sowohl

zur adulten als auch zu der embryonalen Linse liefern. Dieser Vergleich war sinnvoll,
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da die Weiterentwicklung der Linse mit lokalen Unterschieden versehen ist. Das Lin-
senepithel zeigt zum Beispiel in seinem posterioren Teil eine sehr unterschiedliche
Weiterentwicklung als in seinem anterioren Teil. Die Zellen des posterioren Epithels
strecken sich namlich in das Lumen des Linsenblaschens hinein und behalten zu-
nachst ihre Zellkerne. Sobald ihre apikalen Spitzen die Rickwand des anterioren Epi-
thels erreichen, verlieren die posterioren Zellfasern ihre Zellkerne und die weiteren
Organellen und werden zu den primaren Linsenfasern umgewandelt. Wahrend des-
sen bleiben die anterioren Epithelzellen einschichtig und behalten ihre Zellkerne. Am
dquatorialen Ubergang zwischen dem anterioren und posterioren Epithel teilen sich
Epithelzellen und bilden sekundare Linsenfasern, die sich ringférmig um die primaren
Linsenfasern strecken. Dieser aquatoriale Bereich wird von nun an die Stelle der kon-
tinuierlichen Produktion von Linsenfasern, die auch ihre Organellen und Zellkerne
verlieren. Die Ausdifferenzierung der sekundaren Linsenfasern dauert wahrend des
ganzen Lebens an. Da aber der Linsenumfang beim Erwachsenen nicht mehr zu-
nimmt, wird das neue Linsenfasermaterial immer kompakter und der Druck auf den

Linsennukleus wird groRer.

Die vordere Linsenkapsel grenzt das darunter liegende kubische Linsenepithel und
die Linse selbst gegen die hintere Augenkammer ab. Die Kapsel ist eine homogene,
elastische Basalmembran und besteht aus Extrazellularmatrixproteinen in einer Di-
cke von ca. 17 ym im Zentralbereich und ca. 23 um im aquatornahen Bereich. Hinter
dem Aquator wird die Kapsel diinner und wird am hinteren Pol mit 4 ym am dinns-
ten. Die Funktion der Linsenkapsel besteht erstens in der Bildung einer Permeabili-
tatsbarriere zum extralentalen Raum und zweitens in der Bildung von Insertionsstel-
len fir Zonulafasern, die ihrerseits aufgrund ihrer Elastizitat eine lebenslange wichti-
ge Rolle bei der Linse spielen. Zu diesem Zweck der Anheftung von Zonulafasern ist
in der Nahe des Aquators eine diinne Zonulalamelle von ca. 0,5 bis 1 ym Dicke ober-
flachlich aufgelegt. Ultrastrukturell besteht die Linsenkapsel aus Kollagen 1V, Fibro-
nektin, Heparansulfat-Proteoglykan, Antactin und Laminin (Mohan and Spiro, 1986;
Ohrloff, 1994). Die Linsenkapsel verdickt sich im praaquatorialen Bereich im Laufe
des Lebens um ca. 0,08 ym/Jahr. Es treten im fortgeschrittenen Alter fibrillare Ein-
schllUsse auf, und auf funktioneller Ebene nimmt sowohl die Barrierefunktion als auch
die Elastizitat der Kapsel ab (Tripathi and Tripathi, 1983).
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Die untersuchten Proteine zeigten - wie erwartet - Verschiebungen in ihrer Expres-
sion, die in einer gewebsspezifischen Art und Weise zu sehen sind. Alpha- Beta- und
Gamma-Kristalline sind nicht mehr in den retinalen Ganglienzellen lokalisiert, son-
dern in der Linse selbst, im Linsenepithel, und interessanterweise im Hornhaute-
pithel. Auch BCL-2 und GAP-43 sind nicht mehr in der Retina lokalisiert, sondern im
Linsenepithel in den jungen Sekundarfasern des Aquators und im cornealen Epithel
(GAP-43). Fibronektin ist in der Linse nicht mehr exprimiert und bleibt weiterhin in
Gefalen der Retina, der Chorioidea und des Ziliarkérpers beschrankt. Ahnliches gilt
fur den Fibronektinrezeptor, der zusatzlich im Epithel der Cornea zu finden ist. Die
Verteilung von Laminin in der Kapsel und im subkapsularen Bereich ist in Uberein-
stimmung dieses Proteins mit seiner komplexen Funktion in der Extrazellularmatrix.
Das Vimentin wird - wie erwartet - sehr stark in den retinalen Gliazellen (Mullerzel-
len und Astrozyten) sowie im Ziliarkdrper, im Linsenkortex und im Epithel lokalisiert.

Seine Funktion besteht wahrscheinlich darin die Linse zu stabilisieren.

4.5 Proteinverteilung in der juvenilen und adulten Linse

Das Wachstum der Linse hért mit der Geburt nicht auf. Die Linse als ganzes Organ
vervierfacht sich gewichtsmaRig zwischen der Geburt (ca. 65 mg) und dem Alter (ca.
270 mg) (Tripathi and Tripathi, 1983). Die Linsefasern verdichten sich durch die ap-
positionelle Anlagerung neuer Fasern am Aquator werden zum Kern hin stark komp-
rimiert. Der Linsenkern sklerosiert und tribt konsekutiv ein. Auf biochemischer Ebene
verandert sich die Proteinzusammensetzung durch photooxidativ bedingte Aggrega-
tion von Proteinen (Bermann, 1994) sowie durch Bildung freier Radikale und gleich-
zeitiger Abnahme von antioxidativ wirkenden Enzymen (Borkmann and Lerman,
1977). Die biochemischen Veranderungen stellen einen Ubergang zwischen der
physiologischen Alterung der Linse und der Bildung einer senilen Katarakt dar und
stehen wahrscheinlich in ursachlichem Zusammenhang mit der Entwicklung der Ka-

tarakt in Verbindung.

Das Wachstum der Linse am Aquator findet wahrend des ganzen Lebens statt. Auf
molekularer Ebene steht die Entwicklung des Augenbechers unter der Kontrolle der
Pax-Gene, einer Familie von Transkriptionsfaktoren mit fundamentaler Bedeutung fur
die Augen- und Linsenentwicklung (Cvecki und Piatigorsky, 1996). Das Pax-6 Gen ist

zustandig fur die Kontrolle der Entwicklung der Linse und der vorderen Augenab-
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schnitte, wahrend Pax-2 die Entwicklung der Neuroretina und des Sehnervs kontrol-
liert. Beide Gene stehen unter der Ubergeordneten Kontrolle des sog. Sonic-
Hedgehoc Gens dessen Proteinprodukte einen positiven Einfluss auf das Pax-2 und

einen negativen Einfluss auf das Pax-6 austiben (Mey und Thanos, 2000).

Auf Proteinebene zeigte die juvenile Linse ein sehr ahnliches Muster wie die neona-
tale Linse (Tab. 3). Alpha-, Beta- und Gamma-Kristalline sind weiterhin hoch expri-
miert im Linsenepithel, und interessanterweise mit zunehmender Intensitat im Horn-
hautepithel. Auch BCL-2 und GAP-43 sind im Linsenepithel, in den jungen Sekundar-
fasern des Aquators und im cornealen Epithel (GAP-43) zu finden. Fibronektin ist
weiterhin in den Gefallen der Retina, der Chorioidea und des Ziliarkdrpers zu sehen.
Ahnliches gilt fiir den Fibronektinrezeptor, der zusétzlich im Epithel der Cornea zu
finden ist. Die Verteilung von Laminin in der Kapsel und im subkapsularen Bereich ist
in Ubereinstimmung dieses Proteins mit seiner komplexen Funktion. in der Extrazel-
lularmatrix. Das Vimentin wird unverandert in den retinalen Gliazellen (Mdllerzellen
und Astrozyten) sowie im Ziliarkorper, im Linsenkortex und im Epithel lokalisiert. Sei-

ne Funktion besteht wahrscheinlich darin die Linse zu stabilisieren.

Die adulte Linse des Affen sowie die humane Linse zeigen ein sehr ahnliches Muster
von Proteinverteilung wie die juvenile Linse. Neben den Kristallinen, die sehr stark
gefarbt sind, findet man BCL-2 im Linsenepithel und Hornhautepithel. Méglicherweise
hat dieses wichtige Uberlebensprotein in diesen regenerativen Epithelien eine antia-
poptotische Funktion und schitzt sie vor toxischen Einwirkungen (Hornhahaut) bzw.
vor mechanischen Beanspruchungen (Linse). Die selektive Expression von GAP-43
im Linsenepithel und in den jungen Sekundarfasern spricht daflir, dass dieser Lin-
senbereich wachstumsfahig Uber das ganze Leben bleibt, was ja auch morpholo-
gisch zu beobachten ist. Auch Fibronektin und sein Rezeptor bleiben sowohl in der
Affenlinse als auch in der humanen Linse unverandert exprimiert. Gleiches gilt fur
das Laminin und das Vimentin. lhre Lokalisation ist wahrscheinlich an der Stabilisie-
rung der aulleren Linse gekoppelt und konnte teilweise erklaren, dass mit zuneh-
mender Nutzung im rahmen der Akkommodation zu Veranderungen fihren kann, die
dann zur senilen Katarakt fihren. Inwieweit die Katarakt die Folge von Nutzungser-
scheinungen auf zellularer und molekularer Ebene ist, bleibt noch zu zeigen, und be-
darf weiterer Untersuchungen wie z. B in vitro (Liu et al 1996; Stupp und Thanos,
2005).
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4.6 Alterung der Linse und die Folgen von feinen Entwicklungs-
storungen

Mit keinem anderen Augenleiden ist die augenarztliche Tatigkeit so eng gekoppelt
wie mit der typischen Alterseintribung der Linse, dem grauen Star. Es ist deshalb
erstaunlich, dass die Ursachen dieser fundamentalen Veranderung einfach als ,al-
tersbedingt” vereinfacht und missverstanden wird. Obwohl es auch duRere Faktoren
gibt, die eine Katarakt induzieren und/oder verstarken, so trifft es aber im GrofRen
und Ganzen zu, dass die senilen Kataraktformen die Mehrheit ausmachen. Nach den
epidemiologischen Daten der WHO geht hervor, dass heute ca. 20 Millionen Men-
schen weltweit an Katarakt erblindet sind, und dass jedes Jahr weitere 1 bis 2 Millio-
nen hinzukommen. Somit stellen die Katarakte die haufigste Ursache von Erblindun-

gen weltweit.

Supranukleare Katarakte machen etwa 50% aller senilen Linsentribungen aus, ge-
folgt von subkapsularen Katarakten und Mischformen, die in der Regel zur Operation
gelangen. Der Kern bleibt bei den senilen Kataraktformen langer ungetribt. Die pa-
thogenetischen Faktoren der Kataraktentwicklung sind weitgehend ungeklart. Die
supranukleare Lokalisation der meisten Katarakte spricht allerdings fur die Beteili-
gung von molekularen Scherkraften zwischen Linsenrinde und Linsenkern. Letzterer
wird ab der 4. Lebensdekade harter (Kernsklerose) und ist verantwortlich auch fur die
Entwicklung der Presbyopie, die auch in dieser Dekade einsetzt. Bei einem 45-
Jahrigen ist z. B. der Linsenkern 3-mal so hart wie beim 20-Jahrigen, wahrend bei
einem 80-Jahrigen er 8-mal so hart ist (Pau, 2006), wahrend die Linsenrinde relativ

weich bleibt.

Bei der Akkommodation und insbesondere beim Desakkommodationsvorgang kommt
es auch zu erheblichen Scherkraften zwischen der Linserinde und dem Linsenkern.
Dabei verschieben sich die weicheren Rindenfasern tber den immer harter werden-
den Linsenkern. Es entstehen scharfe Mikrorupturen und Faserzerreil3ungen der kor-
tikalen Linsenfasern. Demzufolge kann Flussigkeit in die entstehenden Mikrospalten
eindringen und die lonenverhaltnisse vor allem die Kalium- und Natrium-lonen ver-
andert. Die Uber langere Zeit klar bleibenden Spalten kdnnen langsam eintriiben und
werden dann mit Hilfe der biomikroskopischen Untersuchung als supranuklear gele-

gene ,radspeichenartige Veranderungen erkannt. In Abhangigkeit vor der Zonulafa-
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serntraktion am Aquator der Linse dehnen sich die ,Radspeichen® in &quatorialer

Richtung aus und gehen durch mehrere kortikale Schichtlagen hindurch.

Subkapsulare Katarakte der Rinde entstehen auf dem Boden anderer Mechanismen
und insbesondere durch metabolische Stérungen vor allem auf3erhalb der Linse wie
Uveitis, langere und hochdosierte Kortisongabe, ubermafiger Alkoholmissbrauch,
ionisierende Strahlen und Medikamente. Die hintere subkapsulare Katarakt entsteht
in der Regel auch durch metabolische Stérungen, die au3erhalb der Linse ablaufen
und sekundar die hintere dinne Linsenkapsel betreffen. Im Gegensatz zum typi-
schen Alterstar gelangt bei Stoérungen der lonenpumpe de hinteren Kapsel Flussig-
keit von aulien (Glaskorper) in die subkapsulare Region ein und flhrt zu Stérung des
Hydratationszustands und folglich des lonengleichgewichts mit Eintribungsfolgen.
Die eigentliche senile Katarakt im hohen Alter ist eine Kernkatarakt und entwickelt
sich zunachst in den ontogenetisch altesten Teilen der Linse (Kern). Sie schreitet
langsam voran und entwickelt sich im laufe von Jahren bis Jahrzehnten. Die Prava-

lenz von Kernsklerose bei Hundertjahrigen betragt nahezu 100% (Pau, 2006).

4.7 Ist das PEX-Syndrom auf Entwicklungsstérungen der Linse
zuruckzufuhren?

Es ist zu erwarten, dass die fein auf einander abgestimmten Entwicklungsvorgange
in der Linse die spatere Funktionsweise beeinflussen. Neben der Katarakt werden
weitere Veranderungen der alternden Linse auf ihre Funktion zurickgefuhrt. Die von
Lindberg (1917) erstbeschriebene und von Voigt (1925) ersterklarte Exfoliatio lentis
zum Beispiel wurde zunachst wenig beachtet, so dass epidemiologische Studien erst
spat erfolgten. Man ging zunachst davon aus, dass PEX bei Skandinaviern auftritt,
um spater festzustellen, dass es in allen geographischen und ethnischen Populatio-
nen vorkommt. Die Pravalenz des PEX betragt in der skandinavischen Bevolkerung
zwischen ca. 8% und 31% bei den alteren Menschen der 9ten Lebensdekade (Tark-
kanen, 1984, Lumme und Laatikainen, 1993). In den meisten westeuropaischen
Landern, in den USA und Japan wird die Pravalenz mit 2% bis 18% angegeben (Ball
et. Al 1989; Okamura et al., 1989). Auf der anderen Seite zeigten standardisierte Ver-
fahren der Erfassung von PEX, dass keine signifikanten Unterschiede unter den ver-
schiedenen geographischen Populationen zu finden sind. Nach dieser Studie ist die

Pravalenz in Deutschland 4,7%, in England 4% und in Norwegen 6,3% (Ringvold et
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al., 1988). Es ist davon auszugehen, dass wegen des schleichenden Beginns das

PEX eher unterdiagnostiziert wurde.

Das Offenwinkelglaukom, das sich bei etwa der Halfte alle PEX-Falle entwickelt,
nimmt deshalb bei PEX hinsichtlich sowohl der Haufigkeit als auch der Schwere von
moglichen Komplikationen eine wichtige Rolle bei allen Sekundarglaukomem ein.
Bezogen auf den Anteil an allen Glaukomen, macht das PEX-Glaukom weltweit ca.
25% aller Glaukome aus. Das PEX-Glaukom hat aufgrund seiner raschen Progre-
dienz, der raschen Papillenveranderungen, dem Auftreten von Druckspitzen in den
frihen Morgenstunden (Sowka, 2004; Altintas et al., 2004), d. h. aufl3erhalb der Ubli-
chen Untersuchungszeit und demzufolge der schnellen Zunahme von Skotomen eine
schlechte Prognose. Zu dieser schlechteren Prognose treten im Vergleich zum Of-
fenwinkelglaukom eine haufige Asymmetrie, starkere Kammerwinkelpigmentierung,
héheres Druckniveau und akute Drucksteigerungen bei Mydriasis. Aufgrund dieser
raschen Progredienz sollten Augen mit PEX bereits bei okularer Hypertension an-
tiglaukomatds behandelt werden bis der Druck unter 17 mm Hg sinkt. Man geht da-

von aus, dass damit auch die Progression von PEX verlangsamt wird.

Ein Beispiel fur entwicklungsbedingte Veranderungen in der Linse ist das sog. PEX
dessen erste Beschreibung auf Lindberg im Jahre 1917 zurlickgeht. Moglicherweise
hatte aber Axenfeld (1911) die ersten Beobachtungen gemacht. Terminologisch ist
es vom echten Exfoliationssyndrom der Linsenkapsel bei Glasblasern und Stahlgie-
Rern (Feuerlamelle) abzugrenzen. In der skandinavischen Literatur wird weiterhin der
Begriff Exfoliationssyndrom verwendet. PEX wurde inzwischen auch in Deutschland
als relativ haufiges Syndrom mit einer Inzidenz von 3,5 % im Durchschnitt Katarakt-
Altersgruppen beschrieben (Naumann at al., 1989) und scheint nicht nur die Struktu-
ren des vorderen Augenabschnitts zu betreffen (Naumann et al., 1998; Schlbtzer-
Schrehardt et al., 1992a, 1993), sondern auch extraokulare Strukturen und Viszera-
lorgane (Streeten et al., 1992). Das PEX-Syndrom wurde in der Zwischenzeit welt-
weit mit unterschiedlicher Inzidenz beschrieben, wobei an dieser Stelle aus der Fulle
von Publikationen nur ein paar Literaturbeispiele erwahnt werden (Ball et al., 1989;
Forster et al., 2005; Konstas and Allan, 1989; Kozobolis et al., 2000; Yalaz et al.,
1992). Die Bedeutung der Beteiligung der viszeralen Organe ist noch nicht verstan-
den, weist auf die gemeinsame embryonale Herkunft intraokularer Strukturen und

dieser Organe. Veranderungen im vorderen Auge bestehen in der Entwicklung einer
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Rigiditat der Pupille, die sich medikamentds schlecht dilatieren Iasst und als Risiko-
faktor fur die Operation gilt, schwache Zonulafasern, periphere iridokapsulare Adha-
sionen, oft subluxierte Linsen mit Lentodonesis (Kasimpris et al., 2004) und starke
Tendenz zur Fibrinreaktion (Raitta et al., 1986). Es handelt sich um offensichtlich ei-
ne generalisierte Erkrankung des vorderen Augensegments mit potentiell schwerwie-
genden Folgen flr die Linsentransparenz (Fama et al., 1993) und fir die gesamte
Funktion des Auges, weil verschiedene Gewebe betroffen sind. Aus histopathologi-
scher Sicht handelt es sich um eine mit altersassoziierte, degenerative Fibrillopathie,
bei der ein grauweildes, fibrillares Material auf der Oberflache der beteiligten Struktu-

ren des vorderen Augenabschnitts (Ritch and Schlétzer-Schrehardt, 2001).

Das fibrillare Material wird multifokal produziert und entsteht im vorderen Augenab-
schnitt entweder aus unpigmentiertem Ziliarkdrperepithel oder aus Irispigmentepithel
oder aus Linsenepithel oder aus dem Hornhautendothel (Miyake et al., 1989; Inoue
et al., 2003), oder aus dem Trabekelwerkendothel (Meyer et al., 1984; Schlotzer-
Schrehardt and Naumann, 1994). Aullerdem scheint es assoziiert zu sein mit fast
allen Zelltypen im Irisstroma (Amari et al., 1994; Asano et al., 1995). Lichtmikrosko-
pisch ist das Material PAS-positiv, Masson-positiv, Gromoris-Chromhamoxycilin-
positiv, eosinophil und phanotypisch baumchenartig verzweigtes Material auf allen
Strukturen des vorderen Augenabschnitts (vordere Linsenkapsel, Ziliarkorper, Zonu-
lafasern, Trabekelwerk, Hornhautrickflache usw.) (Dark and Streeten, 1990; Davi-
son, 1993; Knorr et al., 1991). PEX-Fibrillen erscheinen elektronenmikroskopisch
gesehen niemals intrazellular, sondern ausschlie3lich auf der Oberflache von Zellen.
FUr eine aktive Sekretion der Fibrillen spricht die Tatsache, dass die produzierenden
Zellen hypersekretorisch erscheinen und ein prominentes endoplasmatisches Retiku-
lum und Erhéhung der Mitochondrien aufweisen. Bei den Fibrillen handelt es sich
nach elektronenmikroskopischer Betrachtung um abnormes Material der Extrazellu-
larmatrix, das sich uber den Kammerwasserfluss sich im gesamten Vorderkammer-
abschnitt ausbreitet und ablagert (Morrison et al., 1988). Insgesamt ist aber auch die
Iris (Brooks and Gillies, 1983) und die Vorderkammerflissigkeit verandert (Bleich et
al., 2004; Berlau et al., 2001; Helbig et al., 1994; Ho et al., 2005; Kuchle et al.,
1994a, b).

Die Pathogenese des PEX bleibt noch unklar, obwohl verschiedene Theorien existie-

ren, die sich auf histopathologische Befunde stutzen. Ein entscheidender Grund fur
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die Diversitat der Theorien ist die Tatsache, dass zu wenig Material zur Verfigung
steht, um proteinchemische Untersuchungen mit der notwendigen Auflésung durch-
zufuhren. Man ging anfanglich davon aus, dass das mit Antikbrpern gegen Amyloid
anfarbbare PEX-Material tatsachlich Amyloid ist (Meretoja und Tarkkanen, 1975).
Diese Annahme konnte sich nicht bestatigen. Die zweite Theorie ging von einer Ba-
salmembrangenese des PEX-Materials. Mit immunhistochemischen Methoden konn-
te tatsachlich nachgewiesen werden, dass Basalmembran-Komponenten - wie La-
minin, Heparansulfat-Proteoglycan, Entactin/Nidogen im PEX-Material - vorhanden
sind (Konstas et al., 1990, Schildtzer-Schrehardt et al., 1992). Die dritte Theorie
nimmt an, dass elastische Mikrofibrillen der Hauptanteil von PEX sind (Streeten,
1993). Dafur spricht die Tatsache, dass auch extraokulare Organe ahnliche elastisch-
fibrillare Ablagerungen aufweisen. Unabhangig davon, lasst sich das PEX-Syndrom
eher als eine komplexe Veranderung aus dem Bereich generalisierter degenerativer
Fibrillopathien mit konsekutiven Veranderungen von Basalmembranen und Extrazel-
lularmatrix beschreiben. Bezlglich des lentikularen Materials nahmen Schlbtzer-
Schrehardt und Naumann (1994a, b) an, dass das charakteristische Verteilungsmus-
ter des PEX-Materials durch regional verschiedene Mechanismen entsteht: Zum ei-
nen wird PEX aktiv durch das praaquatoriale Linsenepithel in der germinativen Zone
produziert und zum zweiten findet eine passive Ablagerung des Materials durch
Kammerwasser (Yaksel et al., 2001) sowohl auf die Linsenkapsel (zentrale Scheibe)

als auch auf die Iris (granulares Material).

Interessanterweise ist PEX assoziiert mit Kataraktentwicklung (Raitta and Setala,
1986), ohne dass sie pathogenetisch miteinander assoziiert sind. Bei Kataraktpatien-
ten tritt PEX mit einer Haufigkeit von 25% bis 41% auf (Konstas et al., 1995a). Auch
die Entwicklung eines Glaukoms ftritt beim PEX mit hdherer Inzidenz auf sowie die
Inzidenz des PEX mit zunehmendem Alter wachst. Insgesamt nimmt die PEX-
Haufigkeit mit dem Alter zu und betragt bei Menschen unter dem 60. Lebensjahr
kaum auf (weniger als 1%), um zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr auf 15% zu
steigen und Spitzenwerte von 48% Uber dem 80. Lebensjahr zu erreichen (Lumme
und Laatikainen, 1993). Bei jungeren Patienten tritt PEX nur in Ausnahmefallen auf.
Der jungste Fall war eine 17-jahrige Patientin mit kongenitalem Glaukom und Trabe-
kulektomie (Konstas et al., 1995). Wegen der erhohten Pravalenz im Alter, PEX ist
relativ haufig in Augen, die zur Kataraktextraktion gelangen. In histopathologisch un-

tersuchten Augen haben Krause und Tarkkanen (1978) nachgewiesen, dass 33%
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der extrahierten Linsen ein PEX hatten. Betrachtet man altersunabhangig die Haufig-
keit von PEX in kataraktoperierten Augen, so betragt sie im suddeutschen Raum
3,5% (Naumann et al., 1989). Man geht heute davon aus, dass die Kataraktextrakti-
on und die Implantation einer Hinterkammerlinse hat einen positiven Effekt auf die
Progression von PEX. Eine kombinierte Operation wird inzwischen vorgezogen, weil
man damit die besten postoperativen Ergebnisse sowohl hinsichtlich des Drucks als
auch hinsichtlich von postoperativen Komplikationen hat (Wedrich et al., 1992; Wol-
lensack et al., 1992).

Aus der Entwicklungsgeschichte der Linse kdnnte man bestimmte Aspekte der spate-
ren PEX-Entwicklung ableiten. Sehr frih in der Entwicklung des Auges, namlich im
Stadium der Bildung des primaren Augenvesikels am 22. Gestationstag kommt es
zur induzierenden Bildung der Linse durch zellulare Interaktionen zwischen dem sich
ausstulpenden prosencephalen Neuralrohr und dem dartber liegenden Ektoderm. Es
kommt rasch zur morphologischen Verdickung und Differenzierung der prospektiven
Linsenplakode, die sich spater einstulpen wird, um die embryonale Linse zu bilden.
Dass der Kontakt zwischen Neuralrohr und Ektoderm fir die Linsenentwicklung ent-
scheidend ist, zeigt sich im Ergebnis: bleibt dieser Keimblatterkontakt aus, so bildet
sich eine Aphakie. Dass die Linse ektodermalen Ursprungs ist, zeigt sich in der le-
benslang zu beobachtenden Beteiligung der Linse an generalisierten Hauterkran-
kungen. Diese Assoziation kdnnte auch die Befunde erklaren, dass fibrillares Material

auch auferhalb der Linse zu finden ist.

Am Ende der 4ten Embryonalwoche ist die solide Auffillung der Linse beendet und
es entsteht der Embryonalkern. Ab diesem Stadium beschrankt sich die Bildung neu-
er Fasern auf die Teilung von Epithelzellen an der Aquatorialzone. Die Anlagerung
neuer Fasern geschieht appositionell, d. h. schichtweise auf3en an bereits vorhande-
ne Fasern, die dadurch nach zentral verlagert erscheinen. Dabei verlieren die
zentralwarts geschobenen Fasern ihre Zellkerne und tragen damit zur homogenen
optischen Transparenz des Linsenkerns bei. Bei diesem Vorgang des Zellkernverlus-
tes handelt es sich um eine inkomplette Zellapoptosis, bei der nicht mehr durch Pha-
gozytose, sondern durch Autophagie alle nichttransparenten Organellen, also auch
der chromatinhaltige Zellkern abgebaut werden zugunsten der optischen Transpa-
renzzunahme (Stupp und Thanos, 2005). Die lebhafte Zellteilung in der germinativen

Aquatorialzone des Linsenepithels bleibt lebenslang erhalten und trégt zu einer steti-
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gen Zunahme der Linsegrofde bei. Auch die einzelnen Faserzellen (Linsenfasern),
die durch der hoch geordneten Anordnung der Kristallinproteine transparent bleiben,

werden fur eine lebenslange Funktion angelegt.

4.8 Theorien zur Pathogenese des PEX-Syndroms

Die vorliegende Studie zeigt, dass bestimme Extrazellularmatrixproteine in der Linse
zu finden sind, die vorwiegend in der Kapsel lokalisiert sind. Sowohl Vimentin als
auch Laminin und Fibronektin konnten bei der Pathogenese des PEX und der senilen
Katarakt eine Rolle spielen. Hinzu kommen die Kollagene, die ebenfalls in der Kapsel
zu finden sind. Die Beteiligung einzelner Proteine bleibt noch unklar, obwohl ver-
schiedene Theorien existieren, die sich auf histopathologische Befunde stitzen. Ein
entscheidender Grund fur die Diversitat der Theorien ist die Tatsache, dass zu wenig
Material zu Verfugung steht, um proteinchemische Untersuchungen mit der notwen-
digen Auflésung durchzufiihren. Man ging in der ersten Theorie anfanglich davon
aus, dass das mit Antikorpern gegen Amyloid anfarbbare PEX-Material tatsachlich
Amyloid ist (Meretoja und Tarkkanen, 1975). Diese Annahme konnte sich nicht bes-
tatigen. Die zweite Theorie ging von einer Basalmembrangenese des PEX-Materials
aus. Mit immunhistochemischen Methoden konnte tatsachlich nachgewiesen werden,
dass Basalmembran-Komponenten wie Laminin, Heparansulfat-Proteoglycan, Entac-
tin/Nidogen im PEX-Material vorhanden ist (Konstas et al., 1990, Schlotzer-
Schrehardt et al., 1992). Die dritte Theorie nimmt an, dass elastische Mikrofibrillen
der Hauptanteil von PEX sind (Streeten, 1993). Dafur spricht die Tatsache, dass
auch extraokulare Organe ahnliche elastisch-fiblrillare Ablagerungen aufweisen. Un-
abhangig davon, lasst sich das PEX-Syndrom eher als eine komplexe Veranderung
aus dem Bereich generalisierter degenerativer Fibrillopathien mit konsekutiven Ver-
anderungen von Basalmembranen und Extrazellularmatrix beschreiben. Bezuglich
des lentikularen Materials nahmen Schlétzer-Schrehardt und Naumann (1995b) an,
dass das charakteristische Verteilungsmuster des PEX-Materials durch regional ver-
schiedene Mechanismen entsteht: Zum einen wird PEX aktiv durch das praaquatoria-
le Linsenepithel in der germinativen Zone produziert und zum zweiten findet eine
passive Ablagerung des Materials durch Kammerwasser sowohl auf die Linsenkapsel

(zentrale Scheibe) als auch auf die Iris statt (granulares Material).
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Interessanterweise ist das PEX-Syndrom assoziiert mit Kataraktentwicklung (Hiller et
al., 1982; Raitta et al., 1986), ohne dass sie pathogenetisch miteinander assoziiert
sind. Bei Kataraktpatienten tritt PEX mit einer Haufigkeit von 25 bis 41% auf (Konstas
et al., 1995b). Auch die Entwicklung eines Glaukoms tritt beim PEX mit hoherer Inzi-
denz auf sowie die Inzidenz des PEX mit zunehmendem Alter wachst. Insgesamt
nimmt die PEX-Haufigkeit mit dem Alter zu und betragt bei Menschen unter dem 60.
Lebensjahr kaum auf (weniger als 1%), um zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr auf
15% zu steigen und Spitzenwerte von 48% Uber dem 80. Lebensjahr zu erreichen
(Lumme und Laatikainen, 1993). Bei jungeren Patienten tritt PEX nur in Ausnahme-
fallen auf. Der jlingste Fall war eine 17-jahrige Patientin mit kongenitalem Glaukom
und Trabekulektomie (Konstas et al., 1995a). Wegen der erhohten Pravalenz im Al-
ter, PEX ist relativ haufig in Augen, die zur Kataraktextraktion gelangen. In histo-
pathologisch untersuchten Augen haben Krause und Tarkkanen (1978) nachgewie-
sen, dass 33% der extrahierten Linsen ein PEX hatten. Betrachtet man altersunab-
hangig die Haufigkeit von PEX in kataraktoperierten Augen, so betragt sie im sud-
deutschen Raum 3,5% (Naumann et al., 1989). Man geht heute davon aus, dass die
Kataraktextraktion und die Implantation einer Hinterkammerlinse einen positiven Ef-
fekt auf die Progression von PEX haben. Eine kombinierte Operation wird inzwischen
vorgezogen, weil man damit die besten postoperativen Ergebnisse sowohl hinsicht-

lich des Drucks als auch hinsichtlich von postoperativen Komplikationen hat.

Zusammenfassend lasst sich aus dieser Studie bestatigen, dass Uber die Aufschlis-
selung der zellularen und molekularen Linsendifferenzierung verschiedene Linsen-
veranderungen - wie die Katarakt und das PEX - besser verstanden werden konn-
ten. Diese Untersuchung war nicht ausschopfend, zeigte jedoch dass jedes Protein
eine besondere Lokalisation sowie ein entwicklungsspezifisches Muster aufweist, das

mit seiner Funktion zusammenhangt.
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5.0 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Studie war die histologische und immunhistochemische Analyse der
Entwicklung der Affenlinse und im adulten Stadium der Vergleich mit der menschli-
chen Linse im Hinblick auf die spatere Entwicklung von Elastizitatsverlusten am Bei-
spiel der Kataraktbildung im Erwachsenenalter und des sogenannten Pseudoexfolia-
tionssyndroms (PEX), das mit intraokularen und extraokularen (viszeralen) granula-
ren Ablagerungen einhergeht. Intraokular manifestieren sich im alternden Auge und
insbesondere beim PEX Katarakte, granulare Veranderungen in der Linse, der Iris
und des Kammerwinkels, nicht selten assoziiert mit einem Offenwinkelglaukom. Ein
Auge mit PEX gelangt in der Regel zu einer Kataraktoperation, und wenn ein Be-
gleitglaukom vorliegt, zu einer gleichzeitigen Glaukomoperation. Zum Erreichen des
Zieles wurden Kryostatschnitte aus fotalen Augen von Affen der Gattung ,Callithrix
jacchus” sowie aus Augen neugeborener Affen der gleichen Gattung aus adulten
humanen und Affenaugen mit immunhistochemischen Methoden gegen neun ver-

schiedene Antigene untersucht und mittels Fluoreszenzmikroskopie ausgewertet.

Die Ergebnisse zeigen immunhistochemisch eine embryonale Expression von Lin-
senproteinen in den fotalen Augen im dritten Gestationsmonat, am Tage der Geburt
und in adulten Stadien. Die gangigen Proteine der Extrazellularmatrix (Kollagene,
Laminin, Fibronektin) konnten, wenn auch in etwas veranderter Intensitat -, in allen
Stadien gefunden werden. Weiter wurden uUberlebensassoziierte Faktoren (BCL-2
und GAP-43) im Linsenkapselepithel dokumentiert. Sowohl in den Affenaugen aller
Stadien als auch in den humanen Schnitten waren beide Faktoren unverandert expri-
miert. Das Zytoskelletprotein Vimentin, das eigentlich in glialen Zellen der Retina
exprimiert wird, konnte in der Linsenrinde detektiert werden, was auf seine mdgliche
Beteiligung bei der Stabilitdt der Linse und insbesondere der Kapsel hinweist. Die
Linsenstrukturproteine, die man als Kristalline kennt, werden frih in der fotalen Affen-
linse exprimiert und spielen nach gangiger Meinung eine immens wichtige Rolle bei
der Stabilitatserhaltung und der optischen Linsentransparenz.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Proteinmuster in der Linse und in den benachbar-
ten Augenkompartimenten friih in der fétalen Entwicklung angelegt wird. Die Beo-
bachtungen und der Vergleich mit der adulten Linse stltzen die Hypothese, dass mit

zunehmendem Alter die Elastizitat des Kapsel-Epithelkomplexes und der kortikalen
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Fasern aufgrund von Scherkraften wahrend des akkommodativen Verschlei3es zwi-
schen dem weichen Linsenkortex und des sklerosierenden Linsenkerns abnimmit.
Dadurch entstehen sehr wahrscheinlich Mikrorisse in der Kapsel, die zur sekundaren
flissigkeitsbedingten Eintribung (Katarakt) und Exfoliation von Proteinen (Katarakt

und Glaukom) fihren kdnnen.
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