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KURZZUSAMMENFASSUNG 

Einleitung 

Der Nachstar ist, insbesondere bei Kindern, eine häufige Komplikation der 

Kataraktoperation. Dabei kann eine durch den Transforming Growth Factor Beta (TGFβ) 

induzierte epithelial-mesenchymale Transition (EMT) zur Nachstarentstehung beitragen. 

Jedoch sind die zugrundeliegenden Prozesse des Nachstars im Kindesalter weitgehend 

unerforscht. Die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten Untersuchungen sollen 

zu einem verbesserten Verständnis dieser Erkrankung beitragen und somit eine 

Grundlage für zukünftige therapeutische Ansätze schaffen.  

Methoden 

Klinische Merkmale von 40 Kindern mit Katarakt wurden mit dem Wachstumsverhalten 

von kindlichen Linsenepithelzellen (pLEC) in vitro korreliert. Vorderkapseln mit pLEC 

konnten während Kataraktoperationen an Kindern gewonnen und kultiviert werden. Die 

Genexpressionen von αB-Crystallin (CRYAB) und Connexin-43 (Cx43) als epitheliale 

Marker und αV-Integrin (ITGAV), α-smooth muscle actin (aSMA), Kollagen-Iα2 (COL1A2) 

sowie Fibronektin-1 (FN1) als mesenchymale Marker wurden vor und nach Stimulation 

der Zellen mit TGFβ-2 quantifiziert. Anschließend folgten Kontrollexperimente an der 

Linsenzelllinie (HLE-B3).  

Ergebnisse 

54 Vorderkapseln von 40 Kindern im Alter von 1 bis zu 180 Monaten wurden entnommen. 

In 44 % der Kapseln von Patienten bis zu 12 Monaten und in 33 % von Kindern im Alter 

von 13 bis zu 60 Monaten konnte ein Zellauswuchs beobachtet werden, während lediglich 

6 % der Kapseln von Kindern über 60 Lebensmonate ein Zellauswuchs zeigten. Die 

mRNA-Expression von CRYAB (in HLE-B3 Zellen), ITGAV (in HLE-B3 Zellen), COL1A2 

und FN1 (in pLEC und HLE-B3 Zellen) erhöhte sich durch die Stimulation mit TGFβ-2 

signifikant.  

Schlussfolgerung 
Patientenmerkmale, insbesondere das Alter zum Zeitpunkt der Kataraktoperation, 

beeinflussen das Proliferationsverhalten von pLEC in vitro. Die Genexpressionsprofile 

von pLEC und HLE-B3 deuten darauf hin, dass ITGAV, COL1A2 und FN1 an der EMT 

beteiligt sind.  
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ABSTRACT 

Der nachfolgende Text sowie die deutsche Kurzzusammenfassung entsprechen 
dem Abstrakt der folgenden Arbeit: 

Wernecke L, Keckeis S, Reichhart N, Strauß O, Salchow DJ. Epithelial-Mesenchymal 

Transdifferentiation in Pediatric Lens Epithelial Cells. Invest Ophthalmol Vis Sci. 

2018;59(15):5785-94. (1) doi:https://doi.org/10.1167/iovs.18-23789; lizenziert unter 

CC-BY 4.0; https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

“Purpose 

Posterior capsule opacification (PCO) is a complication after cataract surgery, particularly 

in children. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) of lens epithelial cells, mediated by 

transforming growth factor beta (TGFβ), contributes to PCO. However, its pathogenesis 

in children is poorly understood. We correlated cell growth in culture with patient 

characteristics, studied gene expression of pediatric lens epithelial cells (pLEC), and 

examined the effects of TGFβ-2 on these cells in vitro. 

Methods 

Clinical characteristics of children with cataracts correlated with growth behavior of pLEC 

in vitro. mRNA expression of epithelial (αB-crystallin, connexin-43) and mesenchymal 

(αV-integrin, α-smooth muscle actin, collagen-Iα2, fibronectin-1) markers was quantified 

in pLEC and in cell line HLE-B3 in the presence and absence of TGFβ-2. 

Results 

Fifty-four anterior lens capsules from 40 children aged 1 to 180 months were obtained. 

Cell outgrowth occurred in 44% of the capsules from patients ≤ 12 months and in 33% of 

capsules from children aged 13 to 60 months, but in only 6% of capsules from children 

over 60 months. TGFβ-2 significantly upregulated expression of αB-crystallin (HLE-B3), 

αV-integrin (HLE-B3), collagen-Iα2, and fibronectin-1 (in pLEC and HLE-B3 cells). 

Conclusion 

Patient characteristics correlated with growth behavior of pLEC in vitro, paralleling a 

higher clinical incidence of PCO in younger children. Gene expression profiles of pLEC 

and HLE-B3 suggest that upregulation of αV-integrin, collagen-Iα2, and fibronectin-1 are 

involved in EMT.” 
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1. EINLEITUNG 
 Anatomie und Funktion der Linse  

Die Linse stellt den Bestandteil des dioptrischen (lichtbrechenden) Apparates des Auges 

dar, der die Funktion der Akkommodation vollzieht (2). Durch Änderung ihrer Krümmung 

kann die Brechkraft angepasst werden, sodass Gegenstände in verschiedenen 

Entfernungen fokussiert werden können (2).  

Die Linse entsteht aus dem Ektoderm und beinhaltet zwei verschiedene Zelltypen: 

Linsenepithelzellen sowie Linsenfaserzellen (2-4). Umschlossen ist die Linse von einer 

Kapsel (2, 3). Das vordere einschichtige Epithel besteht aus einem Verband von polar 

angeordneten Zellen (3). Unterhalb des Linsenepithels erstreckt sich ein dichtes System 

aus Linsenfaserzellen, welche durch einen dünnen länglichen Zellkörper gekennzeichnet 

sind (3). 

Im ausdifferenzierten Zustand besitzen Linsenfaserzellen weder Zellkern noch 

Zellorganellen (3). Linsenepithelzellen können nach Abschluss der Embryonalphase im 

Bereich des Linsenäquators zu Linsenfaserzellen differenzieren (3, 4). Sie verlieren dabei 

ihren Kern sowie weitere Zellorganellen und lagern sich schalenförmig um die bereits 

bestehenden embryonalen Linsenfaserzellen herum an (2, 3). Die auf diese Weise 

lebenslang neu entstehenden Linsenfasern führen dazu, dass das Gewicht der Linse mit 

fortschreitendem Alter zunimmt (2). Zugleich findet kein Austausch von Zellen statt (3). 

Somit unterliegt die Linse einem stetigen physiologischen Alterungsprozess (2).  

Eine Trübung der Linse wird als „Grauer Star“ oder „Katarakt“ bezeichnet (2). Sie führt zu 

einer Sehverschlechterung, die bis hin zur Erblindung reichen kann.  

 Besonderheiten der kindlichen Katarakt und der Prozess der 

epithelial-mesenchymalen Transition bei der Nachstarentstehung  

Obwohl die Katarakt eine typische Erkrankung des höheren Lebensalters ist, kann sie 

auch Kinder betreffen. Tritt sie bereits bei der Geburt oder im Kindesalter auf, bezeichnet 

man diese als kongenitale bzw. infantile Katarakt (Abbildung 1). Weltweit sind nur etwa 

4,24 von 10 000 Kindern betroffen (5). Dennoch hat die kindliche Katarakt einen recht 

großen Anteil an den therapierbaren Erblindungen bei Kleinkindern (6, 7).  

Ursachen einer kindlichen Katarakt können intrauterine Infektionen wie beispielsweise 

Toxoplasmose, Rötelnvirus, Zytomegalievirus, Herpes-Simplex-Virus, Epstein-Barr-Virus 

oder Syphilis sein (8-10). Darüber hinaus entstehen kindliche Katarakte im Rahmen von 
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Stoffwechselstörungen wie z. B. der Galaktosämie (8, 9, 11). Zudem sind Assoziationen 

verschiedener okulärer Fehlbildungen (Mikrophthalmus, Aniridie, persistierender 

hyperplastischer primärer Glaskörper usw.) mit einer Linsentrübung beschrieben (10). 

Ein beträchtlicher Anteil der kindlichen Katarakte wird vererbt oder tritt im Rahmen von 

genetischen Anomalien (Zellweger-Syndrom, Lowe-Syndrom, Trisomie, Turner-Syndrom 

usw.) auf (8, 10, 11). Sekundär sind u. a. intraokulare Entzündungen (z. B. Uveitis), 

Strahlenexpositionen (z. B. Röntgen) oder Traumata für die Kataraktentstehung von 

Bedeutung. Zudem scheinen Kinder mit einem niedrigen Geburtsgewicht gehäuft an 

einer bilateralen kongenitalen Katarakt zu erkranken (12). 

Die klinische Symptomatik ist variabel und abhängig von der Dichte der Trübung sowie 

dem Zeitpunkt ihres Auftretens. Oft wird die Katarakt im Rahmen einer 

Routineuntersuchung beim Kinderarzt entdeckt, oder sie tritt u. a. durch Strabismus, 

Leukorie beziehungsweise eine verzögerte kindliche Entwicklung in Erscheinung. 

 
Abbildung 1. Beidseitige kongenitale Katarakt eines Säuglings.  
Bildquelle: Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Dr. med. Daniel J. Salchow (Berlin). 

Vor allem die ersten Lebensmonate sind als sensitive Phase der Entwicklung der 

Sehfähigkeit essentiell (2). In dieser Phase können Linsentrübungen eine irreversible 

Schwachsichtigkeit (Amblyopie) des Auges verursachen (2). Um der amblyogenen 

Wirkung der Katarakt vorzubeugen, ist ein frühzeitiges operatives Vorgehen innerhalb 

der ersten Lebenswochen unverzichtbar (13). Goldstandard ist die Katarakt-Operation, 

wobei die Vorderkapsel mittels Vitrektom oder Pinzette eröffnet (Kapsulorhexis) und das 

Linsenmaterial durch ein Saug-Spül-System entfernt wird. Ergänzend dazu eröffnet man 

bei Kindern die Hinterkapsel und führt eine vordere Glaskörperentfernung (anteriore 
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Vitrektomie) durch (13-15). Diese zusätzlichen Interventionen sind notwendig, weil 

jüngere Kinder ein deutlich erhöhtes Risiko für eine Nachstarentwicklung aufweisen (16).  

Der Nachstar, eine Trübung der hinteren Linsenkapsel nach einer Kataraktoperation, ist 

vor allem bei Kindern eine gefürchtete häufige Komplikation. Bei Belassen der 

Hinterkapsel entsteht bei vielen Kindern postoperativ ein Nachstar (16-18). Kinder unter 

sechs Jahren entwickeln signifikant häufiger einen Nachstar als ältere Kinder (16). 

Bei erwachsenen Patienten ist eine vollständige Entfernung aller Linsenepithelzellen 

intraoperativ kaum machbar, sodass im Kapselsack verbleibende Linsenepithelzellen 

proliferieren und zur visuellen Achse migrieren können (17, 19). Dies ist bei Kindern 

stärker ausgeprägt und häufiger zu beobachten als bei Erwachsenen. Gleichzeitig 

durchleben einige dieser Zellen unter dem Einfluss des Wachstumsfaktors Transforming 

Growth Factor Beta (TGFβ) eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) zu 

mesenchymalen Zellen (4, 20-22). 

Während die Eröffnung der hinteren Kapsel mittels Neodym (Nd): YAG-Laser bei 

Erwachsenen eine mögliche Therapieoption des Nachstars darstellt, ist dies aufgrund 

mangelnder Fixation und Compliance bei jüngeren Kindern oft nicht möglich (14). Da die 

Sehentwicklung im Kindesalter sehr vulnerabel ist (2), sind beim Auftreten eines 

Nachstars im Kleinkindalter oft weitere chirurgische Eingriffe notwendig, um eine klare 

visuelle Achse zu schaffen und eine Amblyopie zu verhindern (14, 16). 

Trotz des klinischen Bedarfs war die Pathophysiologie des Nachstars bei Kindern bisher 

nur selten Gegenstand der Forschung und wird daher nur unzureichend verstanden.  

Da die Katarakt im Kindesalter eine seltene Erkrankung darstellt, basieren die derzeitigen 

Hypothesen vor allem auf der Erforschung des Nachstars mittels adulter humaner Zellen 

oder tierexperimenteller Modelle (23-29). Die genauen zugrundeliegenden Prozesse und 

beteiligten Wachstumsfaktoren sind bislang nicht vollständig verstanden.  

Unter physiologischen Bedingungen weisen Epithelzellen eine polare Struktur auf und 

sind durch Zellkontakte miteinander verbunden (3, 4, 30). Im Zuge einer 

epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) verlieren die Epithelzellen Polarität und Zell-

Zellkontakte (30). Neben dem Verlust der epithelialen Eigenschaften differenzieren die 

Zellen zu einem migratorischen mesenchymalen Phänotyp (30). Experimente an adultem 

menschlichen (24) und tierischem (23, 25, 26) Material sowie an Zelllinien (24, 31) 

verdeutlichten, dass der Wachstumsfaktor TGFβ bei der EMT in Linsenzellen eine 

entscheidende Rolle spielt (4, 20, 29).  
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Das vor allem aus der Tumorforschung bekannte Zytokin ist für seine dichotome Wirkung 

bekannt. Dabei verhindert es in frühen Tumorstadien durch einen Zellzyklusarrest 

einerseits ein unkontrolliertes Wachstum und induziert andererseits in späteren Stadien 

die Tumorprogression, Metastasierung und Dedifferenzierung beteiligter Zellen (32, 33). 

In Linsenzellen bewirkt der Wachstumsfaktor eine vermehrte Produktion von Proteinen, 

die als mesenchymale Marker gelten, sowie eine morphologische Transformation in 

einen spindelförmigen Zellkörper (23, 26, 34). Dabei wird α-smooth muscle actin (aSMA), 

ein charakteristisches Merkmal für EMT, in den spindelförmigen Zellen 

nachgewiesen (27, 34). Zunächst wurde vermutet, dass aSMA mit der Matrixkontraktion 

assoziiert ist (35), jedoch zeigen neuere Untersuchungen, dass ein Gen-Knockdown von 

aSMA die durch TGFβ hervorgerufene Kontraktion nicht hemmen kann (21, 24). 

Zugleich kommt es bei dem Prozess der EMT zu einer vermehrten Produktion von 

Kollagen (25, 27), Fibronektin (24, 25, 34) und weiteren Proteinen der Extrazellularmatrix, 

die als mesenchymale Marker gelten (20). Fibronektin kann verschiedenste Prozesse 

induzieren, die die Migration (36) oder Differenzierung von Zellen steuern (37).  

Zudem werden α-Integrin Untereinheiten (ITGAV) unter Einfluss von TGFβ verstärkt 

exprimiert (38) und können in Nachstarmodellen postoperativ vermehrt nachgewiesen 

werden (39, 40). Ein Fehlen von ITGAV in Knock-out Mäusen führt postoperativ zu einer 

verminderten Expression mesenchymaler Marker und beeinflusst den 

TGFβ-Signalweg (40), sodass diese Membranrezeptoren eine Rolle bei der TGFβ 

Aktivierung im Rahmen der Nachstarentstehung spielen könnten (41). Demgegenüber 

wird die Expression epithelialer Marker wie Connexin-43 (Cx43) durch den 

Wachstumsfaktor reduziert (34).  

Des Weiteren ist αB-Crystallin (CRYAB) reichlich in Linsenepithelzellen vorhanden (42) 

und kann durch eine Chaperon-ähnliche Aktivität vor stressinduzierter Apoptose sowie 

Proteinaggregation schützen (43, 44). Neben den zahlreich beschriebenen Mutationen 

im αA-Crystallin-Gen können auch Mutationen im αB-Crystallin-Gen ursächlich für 

autosomal-dominante kongenitale Katarakte sein (43, 45, 46). 

TGFβ wird als inaktives Vorläuferprotein sezerniert (20, 32). Beim Menschen sind drei 

verschiedene TGFβ Isoformen bekannt, wobei das im Auge dominierende  

TGFβ-2 (22, 47) als potente Isoform hinsichtlich der Induktion einer EMT angesehen 

wird (26). Nach Bindung von TGFβ an den TGFβ Rezeptor II (TβRII) bildet dieser mit dem 

TGFβ Rezeptor I (TβRI) einen Komplex (32, 48, 49). 
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Da die Rezeptoren der Klasse der Serin/Threoninkinasen angehören, kann TβRII den 

TβRI durch Phosphorylierung in einen aktiven Zustand versetzen (49). Die induzierte 

Konformationsänderung erlaubt eine Interaktion mit den rezeptorregulierten Smads 2 

und 3. Diese werden durch den TβRI an ihrem C-terminalen Ende phosphoryliert und 

damit aktiviert (32, 48, 49). Nach Ablösung vom Rezeptorkomplex translozieren sie 

zusammen mit Smad 4 in den Nukleus, wo sie die Transkription verschiedener Zielgene  

steuern (32, 48, 49). Demgegenüber agiert Smad 7 als Inhibitor, indem er u. a. mit 

Smad 2 und 3 um die Bindungsstelle am TβRI konkurriert und somit deren Aktivierung 

unterbindet (32, 48). Dawes et al. konnten in ihrer Arbeit die Notwendigkeit von Smad 4 

für die Expression von aSMA und Fibronektin nachweisen (50). Gleichzeitig hat ein Gen-

Knockdown von Smad 4 keinen Einfluss auf die durch TGFβ hervorgerufene 

Matrixkontraktion (50). Zusammen mit der TGFβ-induzierten Aktivierung von 

Smad-unabhängigen Signalwegen wie ERK und p38 in Linsenepithelzellen scheint die 

Expression der mesenchymalen Marker aSMA und FN sowie die Matrixkontraktion über 

unterschiedliche Signalwege vermittelt zu sein (50). Folglich kann die Wirkung von TGFβ 

im Rahmen der Nachstarentstehung auf verschiedene komplexe Signalkaskaden sowie 

Wechselwirkungen dieser zurückgeführt werden. 

Aus der TGFβ-vermittelten Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) ergibt sich 

ein weiterer Smad-unabhängiger Signalweg, der im Rahmen der EMT eine Rolle 

spielt (49, 51). Vereinfacht beschrieben führt der dadurch induzierte Signalweg zu einer 

Phosphorylierung und Aktivierung der Akt-Kinase (49). Nach Aktivierung von mTOR 

phosphoryliert dieses die Protein-S6-Kinase 1 und induziert die Translation von 

Proteinen, die bei der EMT beteiligt sind (49). In Linsenepithelzellen scheint der 

PI3K-Akt-mTOR-Signalweg zur EMT beizutragen, was durch die Hemmung 

TGFβ-2-vermittelter EMT durch Inhibitoren der PI3K oder durch mTOR-Inhibitoren 

verdeutlicht wird (34, 52).  
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 Ziele und Fragestellungen der Arbeit  

Bei Kindern sind die zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse des Nachstars, 

der Einfluss des Wachstumsfaktors TGFβ-2 sowie das gehäufte Auftreten bei jüngeren 

Kindern bisher unzureichend verstanden.  

Das Anliegen dieser Dissertation ist es, die molekularen Grundlagen und den 

Pathomechanismus bei der Nachstarentstehung im Kindesalter zu ermitteln und genauer 

zu verstehen. In dieser Arbeit wurden sowohl von Spendern stammende kindliche 

Linsenepithelzellen als auch Zellen der Zelllinie HLE-B3 zur Untersuchung der möglichen 

Mechanismen einer Nachstarentstehung verwendet.  

Im Einzelnen sollen die folgenden Fragestellungen beantwortet werden:  

§ Gibt es klinische Merkmale, die das Zellwachstum in vitro beeinflussen?  

§ Welches Genexpressionsmuster charakterisiert die kindlichen 

Linsenepithelzellen? 

§ Wie unterscheiden sich die kindlichen Linsenepithelzellen und die Zellen der 

Zelllinie HLE-B3 bezüglich der Genexpression? 

§ Welchen Effekt hat der Wachstumsfaktor TGFβ-2 auf die Genexpression 

kindlicher Linsenepithelzellen?  
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2. METHODEN UND MATERIAL  

Anteile der vorliegenden Arbeit wurden veröffentlicht in: 
Wernecke L, Keckeis S, Reichhart N, Strauß O, Salchow DJ. Epithelial-Mesenchymal 

Transdifferentiation in Pediatric Lens Epithelial Cells. Invest Ophthalmol Vis Sci. 

2018;59(15):5785-94. (1) doi:https://doi.org/10.1167/iovs.18-23789; lizenziert unter 

CC-BY 4.0; https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

 Richtlinien 

Zur Durchführung dieser Studie wurde eine Genehmigung der Ethikkommission der 

Universitätsklinik Charité eingeholt. Die Eltern der Patienten stimmten der Entnahme von 

kindlichen Vorderkapseln sowie deren Einsatz in der Forschung zu. Die „Grundsätze der 

Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ wurden zu jedem Zeitpunkt dieser 

Arbeit gewahrt.  

 Patientendaten  

40 Kinder mit ein- oder beidseitiger Katarakt im Alter zwischen ein und 180 Monaten, die 

sich in der Klinik für Augenheilkunde der Universitätsklinik Charité vorstellten, wurden in 

die Studie eingeschlossen. 

Die klinischen Befunde der Patienten wurden retrospektiv aus der elektronischen 

Patientenakte (SAP Deutschland SE & Co. KG, Walldorf) entnommen. Als klinische 

Merkmale wurden Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation, Geschlecht sowie 

Lateralität der Katarakt erhoben. Zudem wurden Hinweise auf eine mögliche Ätiologie, 

wie beispielsweise eine positive Familienanamnese für kongenitale Katarakte oder das 

Vorhandensein von Erkrankungen, die mit einer Katarakt vergesellschaftet sein können 

(z. B. Trisomie 21, kraniofaziale Syndrome oder Galaktosämie), erfasst. Schließlich 

konnten die Katarakte hinsichtlich ihrer Morphologie klassifiziert und folgende 

Katarakttypen unterschieden werden: vorderer Polstar, hinterer Polstar, Cataracta totalis, 

Cataracta zonularis, Cataracta subcapsularis posterior, Katarakte bei persistierender 

fetaler Vaskularisation (PFV) und komplexe Katarakte. Existierten keine genauen 

Angaben zur Kataraktart, wurden diese als „nicht näher bezeichnet“ klassifiziert. 

Weiterhin wurden okuläre Begleiterkrankungen wie Strabismus oder Nystagmus notiert. 



METHODEN UND MATERIAL 

 8 

 Zellkultur  
 Zellkultur kindlicher Linsenepithelzellen (pLEC) 

Insgesamt konnten 54 vordere Linsenkapseln unter sterilen Bedingungen mittels 

manueller kurvilinearer Kapsulorhexis bei Kindern entnommen werden. Zur Kultivierung 

der primären Linsenepithelzellen wurde die Methode nach Ibaraki (53) weiterentwickelt.  

Zunächst wurden die Vorderkapseln mit anheftenden pLEC nach der Entnahme auf ein 

35 mm großes Kulturgefäß (Eppendorf, Hamburg) überführt. Nach einer fünfminütigen 

Ruhephase wurden sie mit 60 µl Dulbecco's Modified Eagle Medium/F-12 (Sigma-

Aldrich, Schnelldorf) bedeckt. Dieses enthielt 20 % fetales Kälberserum (FKS, PAA, 

Pasching, Österreich) sowie 1 % Penicillin-Streptomycin (Biochrom, Berlin). 

Anschließend erfolgte eine Befestigung der Vorderkapseln mittels Deckgläsern (Thermo 

Fisher Scientific, Dreieich) am Boden der Petrischale, um einen Kontakt mit dieser 

sicherzustellen. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C im CO2 begasten Brutschrank 

(Thermo Fisher Scientific). Nach 24 h konnte 1 ml Kulturmedium vorsichtig zur 

Petrischale hinzugefügt werden, ohne dabei das Probenmaterial zu berühren. Das 

Medium wurde jeden dritten Tag gewechselt. Dabei zeigten 16 Kapseln ein 

Zellwachstum. Sechs dieser Kapseln (Passage 0) konnten für weitere Experimente 

verwendet werden. Die Zellen der restlichen Kapseln wurden an Tag 13 passagiert, 

indem sie mit PBS (Biochrom) gewaschen, anschließend mit Accutase (PAA) abgelöst 

und nach erfolgter Zentrifugierung in ein neues Kulturgefäß überführt wurden. Nach etwa 

sechs Tagen wiesen die Zellen eine Konfluenz auf, wurden erneut passagiert und auf je 

zwei Wells (Falcon, Durham, USA) aufgeteilt. Nach Erreichen einer 70%igen Konfluenz 

wurden die Zellen der Passage 2 für 24 h in einem serumfreien Medium kultiviert, bevor 

sich eine 48-stündige Stimulation mit 10 ng/ml TGFβ-2 (Sigma-Aldrich) anschloss. Als 

Kontrolle dienten Zellen ohne Stimulation mit TGFβ-2. Während der Kultivierung erfolgte 

eine tägliche lichtmikroskopische Untersuchung (Zeiss, Jena; Leica, Wetzlar) der 

Linsenkapseln und der anheftenden Zellen. 

 Zellkultur der Linsenzelllinie HLE-B3 

Zur Validierung der von den pLEC erhaltenen Daten diente die Zelllinie HLE-B3 (ATCC, 

Manassas, USA). Die Bereitstellung eines STR-Analysezertifikats durch die Firma ATCC 

ermöglichte eine Authentifizierung dieser Zellen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 

einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 im Eagle’s Minimum Essential 
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Medium (ATCC), welches 20 % FKS enthielt. Nach Erreichen der Konfluenz der 

immortalisierten Zellen wurden sie unter Verwendung von 0,05 % Trypsin- 0,02 % EDTA 

(PAA) passagiert. Analog zu den kindlichen Linsenepithelzellen analysierte man die 

Expressionsprofile der HLE-B3 Zellen in An- und Abwesenheit von TGFβ-2. 

 Quantitative Expressionsanalyse 
 RNA-Isolierung 

2.4.1.1 RNA-Isolierung mittels TRI Reagent 

Die Isolierung der Ribonukleinsäure (RNA) ermöglicht die Genexpressionsanalyse in 

Zellen und Geweben (54). Da die RNA sehr anfällig gegenüber Ribonukleasen (RNasen) 

ist (54), wurden RNase-freie Materialien verwendet. Bei Kontamination der RNA mit 

RNasen können diese Enzyme die RNA hydrolytisch spalten. Zur Eliminierung möglicher 

RNasen wurde das Reagenz „RNase AWAY“ (Thermo Fisher Scientific) genutzt. 

Die RNA-Isolierung der kindlichen Linsenepithelzellen erfolgte mittels TRI Reagent 

(Sigma-Aldrich). Diese Substanz basiert auf der von Chomczynski und Sacchi 

beschriebenen „single-step“ RNA-Isolierung (54).  

Hierbei erlaubt die Verwendung verschiedener Bestandteile wie Phenol, 

Guanidiniumthiocyanat oder Chloroform die Auftrennung der jeweiligen Probe in RNA, 

DNA und Proteinen (54). Es resultiert eine Separierung der Probe. Dabei enthält die 

obere wässrige Phase die RNA (54). Darauf folgen die Interphase, in welcher sich die 

DNA befindet, sowie die angrenzende Phenolphase (54). Die RNA-Isolierung mittels 

TRI Reagent wurde an das Herstellerprotokoll angelehnt durchgeführt.  

Nachdem das Wachstumsmedium aus der Kulturflasche entfernt wurde, fügte man 

1000 µl TRI Reagent zum Kulturgefäß hinzu. Anschließend konnten die Zellen durch 

wiederholtes Aufziehen der Pipette (Eppendorf) lysiert werden. Nach Überführung der 

Lösung in ein neues Tube (Sarstedt, Nümbrecht) erfolgte eine Inkubation für 5 min bei 

Umgebungstemperatur. Nach Beimengung von 200 µl Chloroform (Sigma-Aldrich) wurde 

das Röhrchen für 15 s geschwenkt und weitere 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Durch eine 15-minütige Zentrifugation der Probe bei 4 °C und 12.000 x g segmentierte 

sich die Lösung, sodass die obere wässrige Schicht in ein neues Tube überführt werden 

konnte. Zur besseren Visualisierung wurden anschließend 2 μl „Pellet Paint“ (Novagen, 

San Diego, USA) sowie 100 μl 3 M Natriumacetat (Novagen) unter vorsichtigem 

Vermischen hinzugefügt. Die Präzipitation erfolgte mit 500 µl Isopropanol (100 %, Carl 

Roth, Karlsruhe).  Danach schloss sich eine fünfminütige Inkubation der Probe bei -20 °C 
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an. Nach erneuter Zentrifugation für 10 min bei 4 °C und 12.000 x g konnte der Überstand 

entfernt und mit der Aufreinigung des resultierenden pinkfarbenen RNA-Pellets mittels 

1000 µl Ethanol (75 %, Sigma-Aldrich) begonnen werden. Nun wurde die Zentrifugation 

für weitere 5 min wiederholt. Ein weiterer Waschschritt mit 100%igem Ethanol wurde 

durchgeführt. Schließlich konnte der Überstand verworfen und das RNA-Pellet für 

5-10 min getrocknet werden. Nach dem Resuspendieren des RNA-Pellets in 20 µl 

RNase-freiem Wasser inkubierte man die Probe für 10 min bei 55 °C.  

Unter Verwendung des Spektrophotometers „Nanodrop 2000“ (Thermo Fisher Scientific) 

konnten die Konzentration und Reinheit der extrahierten RNA ermittelt werden. Die 

anschließende Lagerung erfolgte bei -80 °C.  

2.4.1.2 RNA-Isolierung mittels RNeasy Kit 

Das RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden), dessen Einsatz entsprechend des 

Herstellerprotokolls erfolgte, diente als Isolierungsmethode für HLE-B3 Zellen. Dieses Kit 

ist speziell für die Verwendung geringer Zellmengen entwickelt worden. Für die 

Experimente verwendete man Zellen der Zelllinie HLE-B3 der Passagen fünf bis neun. 

Reinheit und Konzentration der RNA wurden mittels „Nanodrop 2000“ bestimmt. Die 

anschließende Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C. 

 Reverse Transkription 

Die Umschreibung der RNA in cDNA wird durch die reverse Transkriptase (RT) 

ermöglicht (54). Die Entdeckung der reversen Transkriptase geht auf die 

Nobelpreisträger Howard Temin und David Baltimore zurück (54).  

Das hierfür genutzte „QuantiTect Reverse Transcription Kit“ (Qiagen) wurde analog des 

Herstellerprotokolls eingesetzt (Tabelle 1). Die Eliminierung etwaiger Verunreinigungen 

mit genomischer DNA erfolgte durch Gebrauch der Substanz „gDNA Wipeout Buffer, 7x“ 

(Qiagen) entsprechend des Anwenderprotokolls.  

Zur Durchführung der reversen Transkription wurde der Thermocycler (MJ Research/ 

Biozym, Hessisch Oldendorf) verwendet. Nach einer 15-minütigen Inkubation bei 42 °C 

und anschließender 3-minütiger Erhitzung auf 95 °C wurde die synthetisierte cDNA auf 

Eis gekühlt, danach bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. 
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Tabelle 1. Reaktionsansatz für cDNA Synthese 

Bestandteile Volumen pro Reaktion 

Reverse-Transkriptase Master-Mix, 20x 1 μl 

Quantiscript RT-Puffer, 5x 4 μl 

RT Primer-Mix, 20x 1 μl 

Template-RNA (aus gDNA Eliminierungsreaktion) 14 μl 

Gesamtreaktionsvolumen 20 μl  

 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion 

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) diente dazu, die 

mRNA-Expression der oben beschriebenen Zellen zu analysieren. Dabei ermöglicht der 

Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (Qiagen) die Detektion des entsprechenden 

Amplifikats. Zur Durchführung von Negativkontrollen wurde die entsprechende cDNA 

durch RNase-freies Wasser ersetzt (Tabelle 2). 

Tabelle 2. Reaktionsansatz für qRT-PCR 

Bestandteile  Volumen pro Reaktion 

2x Rotor Gene SYBR Green PCR Master-Mix 12,5 μl 
Vorwärtsprimer (1 μM) 2,5 μl 
Rückwärtsprimer (1 μM) 2,5 μl 
Template-cDNA (12,5 ng/μl) 1 μl 
RNase-freies Wasser 6,5 μl 

Gesamtreaktionsvolumen 25 μl 

Die qRT-PCR erfolgte im „Rotor Gene Q“ (Qiagen). Nach einer initialen fünfminütigen 

Denaturierung bei 95 °C folgten 36 Zyklen, in denen die Proben jeweils auf Temperaturen 

von 95 °C für 15 s, 60 °C für 20 s und 72 °C für 20 s erhitzt wurden.  
Ausgehend von 72 °C wurde die Temperatur schrittweise um 1 °C bis zum Erreichen von 

95 °C erhöht, danach bei 25 °C gehalten.  

Die hierbei verwendeten Primer (Tabelle 3, Eurofins Genomic, Ebersberg) für die Gene 

Connexin-43 (Cx43), αB-Crystallin (CRYAB), αV-Integrin (ITGAV), α-smooth muscle actin 

(aSMA), Kollagen-Iα2 (COL1A2), Fibronektin-1 (FN1), Transforming 

Growth Factor Beta-2 (TGFβ-2) und Glyceraldehyde-3-phosphate-Dehydrogenase 

(GAPDH) wurden mit Hilfe des Programms „Primerblast“ generiert 
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, aufgerufen am 03. März 2014). Durch 

ein spezielles Exon-Exon überspannendes Design soll eine Amplifikation von 

DNA-Verunreinigungen verhindert und gleichzeitig eine selektive Primerbindung an die 

cDNA ermöglicht werden. Die Daten wurden aus der Rotor-Gene-Software bezogen und 

die relative Expression mit Hilfe der CT-Vergleichsmethode, welche auch als comparative 

CT-method bekannt ist, ermittelt (55). Dabei wurde das Housekeeping-Gen GAPDH zur 

Normalisierung eingesetzt.  

Tabelle 3. Primersequenzen  

Gen Vorwärtsprimer Rückwärtsprimer 

Cx43 CAAAATCGAATGGGGCAGGC GCTGGTCCACAATGGCTAGT 

CRYAB ACTCTCAGAGATGCGCCTGG GCTGGGATCCGGTATTTC 

aSMA AGCTTTCAGCTTCCCTGAACA CACCATCACCCCCTGATGTCT 

ITGAV AGGCTGGAACTCAACTCTTAGC GCTCCCAGTTTGGAATCGGA 

COL1A2 GGAGGTTTCGGCTAAGTTGGA CGGCTGGGCCCTTTCTTACA 

FN1 GAGCTGAGTGAGGAGGGAGA GCATCAGGCGCTGTTGTTT 

GAPDH TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCA GCTGGTGGTCCAGGGGTCTTACT 

TGFβ-2 GTGCTTTGGATGCGGCCTA GGCATGCTCCAGCACAGAA 

Cx43 = Connexin-43, CRYAB = αB-Crystallin, ITGAV = αV-Integrin, aSMA = α-smooth muscle actin, 

COL1A2 = Kollagen-Iα2, FN1 = Fibronektin-1, GAPDH = Glyceraldehyde-3-phosphate-
Dehydrogenase, TGFβ-2 = Transforming Growth Factor Beta-2. Modifiziert nach Wernecke et. al (1). 

 Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese ermöglicht die Identifikation von PCR-Amplifikaten anhand ihrer 

Produktgröße (54). Nach angelegter Spannung von 95 V wandert die negativ geladene 

DNA im elektrischen Feld der Gelkammer (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) 

Richtung Anode (54). Die kürzesten Fragmente zeichnen sich hierbei durch die schnellste 

Wanderungsgeschwindigkeit aus (54). Die Grundlage der Gelelektrophorese bildeten ein 

1x TAE Puffersystem (Thermo Fisher Scientific) sowie ein 2%iges Agarosegel (Sigma-

Aldrich), welches mit 4 µl (1 μg/μl) Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) versetzt wurde. Nach 

Hinzugabe des Ladepuffers „6x DNA Loading Dye“ (Thermo Fisher Scientific) zu den 

amplifizierten PCR-Produkten konnten diese in die Geltaschen des erhärteten 

Agarosegels pipettiert werden. Anschließend erfolgte eine Darstellung der aufgetrennten 

Banden mittels „Molecular Imager Chem Doc XRS“ (Bio-Rad, Hercules, USA). 
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 Immunzytochemie 

Zur Immunzytochemie wurden pLEC der Passage 0 sowie mit TGFβ-2 stimulierte und 

unstimulierte Zellen der Zelllinie HLE-B3 herangezogen. Die Immunzytochemie führte Dr. 

med. Nadine Reichhart durch.  

Zunächst erfolgte die Kultivierung der Zellen auf 15 mm großen Deckgläsern (Thermo 

Fisher Scientific). Danach wurden die Zellen mit Tris-gepufferter Salzlösung (TBS, 

Sigma-Aldrich) gewaschen, für 10 Minuten mit 4%igem Paraformaldehyd (Merck, 

Darmstadt) fixiert und anschließend für 10 Minuten mit 0,5%igem Triton X-100 (Sigma-

Aldrich) in TBS inkubiert. Nach einer 30-minütigen Inkubation in einer „blocking solution“, 

bestehend aus 5%igem bovinen Serumalbumin (BSA) und TBS-Puffer, erfolgte die 

Inkubation mit den primären monoklonalen Antikörpern anti-Actin, aSMA-Cy3 (1 : 500, 

Sigma-Aldrich) und anti-Fibronektin (1 : 250, Sigma-Aldrich) über Nacht bei 4 °C. Zur 

Markierung der Zellkerne wurde 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Sigma-Aldrich) 

genutzt. Die Visualisierung von Fibronektin erfolgte durch einen weiteren 60-minütigen 

Inkubationsschritt mit dem sekundären Antikörper AF546 (1 : 5000, Thermo Fisher 

Scientific). In den Negativkontrollen wurde lediglich der sekundäre Antikörper verwendet. 

Nach Überführung der Deckgläser auf Objektträger konnten diese mittels Axio Imager 2 

(Zeiss) beurteilt werden. Die Quantifizierung des Fluoreszenz-Signals erfolgte durch die 

Messung von Farbpixeln mittels Software ImageJ 2.0 (https://imagej.nih.gov/ij/, 

aufgerufen am 03. Juni 2018). 

 Statistische Auswertung  

Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgeführt. Die statistische Analyse der 

Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, USA). 

Mittels ROUT Methode konnten Ausreißer detektiert werden. Danach schloss sich eine 

Untersuchung auf Normalverteilung der Daten mittels Shapiro-Wilk-Test an.  

Um festzustellen, ob sich die Vergleichsgruppen signifikant unterscheiden, wurde für 

normalverteilte Daten der Student’s t-Test verwendet. Lag keine Normalverteilung der 

Daten vor, kam der Mann-Whitney U-Test zum Einsatz. Zur Untersuchung der 

Unabhängigkeit zweier Merkmale wurden der Exakte Fisher-Test oder der Qui-Quadrat 

Test genutzt.  

Lag eine Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % (p < 0,05) vor, galt ein Unterschied als 

statistisch signifikant.  
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3. ERGEBNISSE 
 Klinische Patientenmerkmale  

Bei den eingeschlossenen Probanden handelte es sich um 40 Kinder, die in der Abteilung 

der Augenheilkunde des Charité Virchow Klinikums zur operativen Therapie einer 

kindlichen Katarakt vorstellig wurden. Unter den erfassten Patienten waren 37,5 % 

Mädchen und 62,5 % Jungen. Bei 67,5 % der Kinder trat die Katarakt bilateral auf. Das 

durchschnittliche Alter der Patienten betrug 41,4 Monate (1 bis 180 Monate). Das Alter 

der Kinder zum Zeitpunkt der Operation wurde in drei Altersklassen gruppiert. Dabei 

handelte es sich bei den meisten Patienten um Säuglinge bis zu 12 Lebensmonaten 

(47,5 %) oder Kinder über 60 Monate (32,5 %). Der Anteil der Altersgruppe zwischen 

dem 13. und 60. Lebensmonat betrug 20,0 %. In einem Viertel der Fälle (25 %) 

erkrankten Familienangehörige bereits im Kindesalter an einer Katarakt. Während 

Katarakt-assoziierte Erkrankungen bei 22,5 % der Kinder bekannt waren, ergab sich bei 

etwa der Hälfte der Patienten (52,5 %) kein ursächlicher Hinweis für das Auftreten einer 

Katarakt. 

 Kindliche Linsenepithelzellen  
 Einfluss klinischer Faktoren auf das Wachstum kindlicher Linsenepithelzellen 

in vitro 

Insgesamt konnte bei ungefähr einem Drittel der gewonnenen Kapseln (16 von 54) ein 

Zellwachstum beobachtet werden. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied 

zwischen dem Geschlecht und dem Auswachsen von pLEC (p = 0,77).  

Betrachtete man das Alter der Patienten zum Operationszeitpunkt, so war bei 

Linsenkapseln, die von Säuglingen stammten, häufiger ein Zellauswuchs (44 % bis zum 

12. Lebensmonat) zu beobachten als bei Kapseln älterer Kinder (33,3 % im Alter 

zwischen 13 und 60 Monaten, 5,9 % im Alter über 60 Monate). Dabei bestand eine 

statistische Signifikanz (χ2 = 7,153; df = 2; p = 0,03). 

Als Nächstes wurde geprüft, ob die Ätiologie mit dem Zellwachstum korreliert. Von den 

Vorderkapseln der Patienten mit einer positiven Familienanamnese für kindliche 

Katarakte konnten 42,9 % erfolgreich kultiviert werden. Waren bei den Kindern 

Erkrankungen bekannt, die mit einer kindlichen Katarakt assoziiert sind, wurde ein 

Zellauswuchs bei 36,4 % dieser Kapseln beobachtet. Bei unklarer Ätiologie proliferierten 
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die pLEC bei lediglich 20,7 % der entnommenen Vorderkapseln. Die Ergebnisse wiesen 

keine statistische Signifikanz auf (p = 0,28). 

Die Ergebnisse hinsichtlich des Typus der Katarakt deuteten auf eine Assoziation 

zwischen der Katarakt-Morphologie und dem Auswachsen von pLEC hin. Dabei 

proliferierten Zellen der Linsenkapseln, welche von einer Cataracta totalis (80,0 %), von 

Katarakten bei PFV (66,7 %) und von hinteren Polstaren (50,0 %) stammten häufiger als 

jene, deren Ursprung Linsenkapseln einer Cataracta zonularis (15,4 %), einer komplexen 

Katarakt (11,1 %) oder nicht näher bezeichneter Katarakte (22,2 %) waren 

(χ2 = 20,89; df = 7; p = 0,004). 

 Zellmorphologie kindlicher Linsenepithelzellen 

Ab dem dritten Tag in Kultur konnte lichtmikroskopisch das Auswachsen von Zellen der 

Vorderkapseln beobachtet werden. Dabei zeichneten sich in Nähe der Vorderkapsel 

befindliche Zellen durch eine polygonale bis rundliche Form aus. Demgegenüber wiesen 

peripher gelegene Zellen einen langgestreckten, fibroblastenartigen Zellkörper auf. Nach 

ungefähr 13 Tagen ergab sich ein annähernd konfluenter Zellrasen. Nach der ersten 

Subkultivierung der Zellen fanden sich lichtmikroskopisch keine Veränderungen 

hinsichtlich der Zellmorphologie. 

 Genexpression kindlicher Linsenepithelzellen und der Einfluss von TGFβ-2 

Ziel war es, diese seltenen Zellen auf Genexpressionsebene mittels qRT-PCR zu 

analysieren. Dabei zeigten unstimulierte pLEC in Passage 2 sowohl Expressionen von 

CRYAB und Cx43 als auch von mesenchymalen Genen (aSMA, ITGAV, COL1A2, FN1).  

Zur weiteren Charakterisierung erfolgte eine Stimulation der Zellen mit TGFβ-2. 

Verglichen mit anderen Markern wiesen pLEC eine starke Expression für CRYAB auf, 

wobei TGFβ-2 keine signifikante Steigerung hervorrief (p = 0,33, nKontrolle = 9, nTGFβ-2 = 6). 

Weiterhin zeigte sich in Anwesenheit von TGFβ-2 beim epithelialen Marker Cx43 

(p = 0,08, nKontrolle = 9, nTGFβ-2 = 6) sowie bei dem mesenchymalen Marker aSMA 

(p = 0,35, nKontrolle = 8, nTGFβ-2 = 5) kein signifikanter Effekt auf die mRNA-Expression. 

Bezüglich ITGAV (p = 0,09, nKontrolle = 9, nTGFβ-2 = 6) bewirkte die Stimulation mit TGFβ-2 

einen geringen, jedoch nicht signifikanten Anstieg der mRNA-Level. Demgegenüber 

zeigte sich infolge TGFβ-2-Stimulation ein höheres Genexpressionsniveau von COL1A2 

(p = 0,003, nKontrolle = 9, nTGFβ-2 = 5) und FN1 (p = 0,0009, nKontrolle = 10, nTGFβ-2 = 6) 

verglichen mit unstimulierten Zellen. 
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 Linsenzelllinie HLE-B3  
 Genexpression und immunzytochemische Untersuchung von Zellen der 

Linsenzelllinie HLE-B3 und der Einfluss von TGFβ-2 

Um die von den pLEC erhaltenen Daten zu validieren, wurden gleichartige Experimente 

an der Linsenzelllinie durchgeführt.  

Hierbei steigerte die Stimulation mit dem Wachstumsfaktor TGFβ-2 die 

mRNA-Expression von CRYAB (p = 0,0003, n = 9) sowie die der mesenchymalen Marker 

ITGAV (p = 0,01, n = 9), COL1A2 (p = 0,0002, n = 9) und FN1 (p < 0,0001, n = 9) in 

HLE-B3 Zellen. Demgegenüber unterschieden sich die Expressionsniveaus von Cx43 

(p = 0,44, n = 9) und aSMA (p = 0,31, n = 8) in stimulierten Zellen nicht signifikant von 

denen unstimulierter Zellen. Exemplarisch wurden immunzytochemische Färbungen für 

FN und aSMA durchgeführt. Übereinstimmend mit den Ergebnissen der qRT-PCR zeigte 

sich ein signifikanter Anstieg des Fluoreszenzsignals in der immunzytochemischen 

Färbung gegen FN nach Stimulation mit TGFβ-2 (p = 0,009, n = 13), wohingegen der 

Wachstumsfaktor keinen wesentlichen Einfluss auf das Fluoreszenzsignal von aSMA 

hatte (p = 0,68, n = 13). 

 Genexpressionsunterschiede zwischen kindlichen Linsenepithelzellen und Zellen 

der Linsenzelllinie HLE-B3 

In einer Analyse der Expression des Wachstumsfaktors TGFβ-2 in beiden 

Zellpopulationen zeigten sich signifikant höhere mRNA-Expressionen von TGFβ-2 in 

pLEC (Passage 0) im Vergleich zur Zelllinie HLE-B3 (p = 0,0005, np0 = 5, nHLE-B3 = 6).  

Einhergehend damit verdeutlicht die Gegenüberstellung von primären pLEC (Passage 0) 

und der Zelllinie HLE-B3 höhere basale mRNA-Expressionsniveaus in pLEC für die 

Mehrzahl der untersuchten Marker (COL1A2, CRYAB, aSMA, Cx43, ITGAV).  

Eine detaillierte Darstellung aller Ergebnisse kann der oben genannten Publikation unter 

„Results“, Seiten 5788-5789 entnommen werden (1).
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4. DISKUSSION 
 Klinische und molekularbiologische Charakterisierung von kindlichen 

Linsenepithelzellen und der Linsenzelllinie HLE-B3 

Die zugrundeliegenden Prozesse der Nachstarentstehung bei Kindern sind bisher kaum 

erforscht. Da der Wachstumsfaktor TGFβ ein zentraler Regulator bei der Katarakt- und 

Nachstarentstehung in adulten Linsenzellen darstellt (20, 21, 24), gehen wir von der 

Hypothese aus, dass dies auch für die kindliche Katarakt zutrifft. 

Um die Pathophysiologie dieses Prozesses besser zu verstehen, führten wir eine Studie 

durch, in der wir einerseits Linsenepithelzellen in Kultur untersuchten, andererseits ihr 

Verhalten mit klinischen Parametern korrelierten (1).  

Insgesamt wurden 40 Kinder in diese Studie eingeschlossen, wovon 37,5 % weiblich 

waren. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 41 Monate. In Übereinstimmung mit 

der Literatur wies die Mehrzahl der untersuchten Kinder eine bilaterale Katarakt  

auf (5, 8, 10) und die Ursache für die Katarakt blieb in über der Hälfte der Fälle  

ungeklärt (1, 5, 8).  

Die Korrelation klinischer Faktoren mit dem Auswachsen der pLEC in vitro ergab 

interessante und neue Befunde. Auffällig ist, dass pLEC von Linsenkapseln jüngerer 

Kinder häufiger auswuchsen als diejenigen älterer Kinder (1). Diese Beobachtung 

korreliert mit publizierten klinischen Ergebnissen, dass ein junges Patientenalter ein 

Risikofaktor für die Nachstarentwicklung infolge einer kindlichen Kataraktoperation 

darstellt (16). In dieser Arbeit konnte somit erstmals auch in vitro ein vermehrtes 

Auswachsen von Linsenzellen, die aus Linsenkapseln von Säuglingen stammten, gezeigt 

werden (1). Möglicherweise trägt eine erhöhte proliferative und migratorische Aktivität 

von pLEC zum gehäuften Auftreten des Nachstars im Kleinkindalter bei. Aufgrund des 

bestehenden Amblyopierisikos in der sensiblen Phase stellen diese Kinder eine 

besondere Risikogruppe dar und sollten zeitnah therapiert werden (2). 

Weiterhin scheint auch die Kataraktart das Proliferationsverhalten von 

Linsenepithelzellen in vitro zu beeinflussen. Frühere klinische Studien stellten ein 

gehäuftes Nachstarauftreten bei Augen mit hinterer subkapsulärer Katarakt fest, wobei 

die Ergebnisse statistisch nicht signifikant waren (16). In der vorliegenden Arbeit zeigte 

sich hingegen ein häufigeres Auswachsen von Zellen aus Linsenkapseln, die von Linsen 

mit einer Cataracta totalis, mit Katarakten bei PFV und mit hinteren Polstaren  

stammten (1). Dies legt nahe, dass bestimmte Kataraktarten mit einer häufigeren 
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Nachstarbildung einhergehen. Jedoch waren die Fallzahlen der jeweiligen Gruppen sehr 

gering, weswegen die Aussagekraft begrenzt ist. Weitere prospektive Studien hinsichtlich 

des Zusammenhangs zwischen Kataraktart und Auftreten eines Nachstars bei Kindern 

wären daher wünschenswert. Sollten sich diese Erkenntnisse bestätigen, wären 

präventive Maßnahmen, insbesondere bei diesen Patientengruppen, von besonderer 

Wichtigkeit. 

In zahlreichen Nachstarmodellen bewirkt TGFβ eine EMT in 

Linsenzellen (20, 23-27, 29, 31). Die Auswirkungen dieses Zytokins auf pLEC blieben 

bisher unerforscht. In der vorliegenden Studie gelang es, die Genexpression mittels 

qRT-PCR in pLEC und HLE-B3 Zellen in An- und Abwesenheit vom Wachstumsfaktor 

TGFβ-2 zu analysieren.  

In Anwesenheit von TGFβ-2 erhöhten sich in pLEC die Expressionslevel der mRNA für 

Proteine der extrazellulären Matrix. Im Detail induzierte die Stimulation mit TGFβ-2 eine 

signifikante Zunahme der Expression von FN1 und COL1A2 (1). Beide Marker sind für 

einen myofibroblastischen Differenzierungsgrad charakteristisch (20). 

In früheren Untersuchungen akkumulierten die Proteine der extrazellulären Matrix 

Kollagen-I (27) und Fibronektin in TGFβ-induzierten vorderen subkapsulären  

Plaques (25). Bei Kaninchen führte Fibronektin konzentrationsabhängig zu einer 

verstärkten Migration von Linsenzellen (36). Möglicherweise fördert dieses Protein auch 

in pLEC die Migration und trägt so zur Nachstarentstehung bei.  

Kollagen-I ist an zahlreichen TGFβ-vermittelten, fibrotischen Erkrankungen  

beteiligt (56-58). Beispielsweise bedingt TGFβ bei der Sklerodermie oder in retinalen 

Pigmentepithelzellen einen Anstieg der COL1A2 Expression (56, 57). Eine Inhibition der 

PI3K in diesen Zellen führt zu einer reduzierten Expression (57) und mRNA-Stabilität von 

COL1A2 (56). In dieser Studie konnte erstmals in pLEC ein TGFβ-2-induzierter 

mRNA-Expressionsanstieg von COL1A2 nachgewiesen werden, wobei die 

zugrundeliegenden Signalwege hierbei weiterhin ungeklärt bleiben.  

Auffällig ist, dass die primären pLEC bereits ohne TGFβ-2-Stimulation vermehrt 

mesenchymale Marker exprimieren. Ein möglicher Erklärungsansatz könnte die im 

Vergleich zur Zelllinie höhere TGFβ-2-Expression in pLEC sein (1). In Übereinstimmung 

damit wurde bereits in früheren Studien berichtet, dass TGFβ sowohl im Blut von 

Patienten mit kongenitaler Katarakt (59) als auch in kongenitalen vorderen subkapsulären 

Plaques vermehrt nachweisbar ist (60).  
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In Zellen der Zelllinie HLE-B3 konnte TGFβ-2 ebenfalls eine Erhöhung mesenchymaler 

Gene im Vergleich zu unstimulierten Zellen hervorrufen. Dabei führt die Stimulation mit 

TGFβ-2 sowohl in pLEC als auch in Zellen der Zelllinie HLE-B3 zu einer vermehrten 

mRNA-Expression von FN1 und COL1A2. Vergleicht man die Genexpressionslevel 

beider Zelltypen miteinander, so sind diese für COL1A2 in pLEC höher (1). Ob die 

vergleichsweise starke Expression von COL1A2 mit einer erhöhten Nachstarrate bei 

Kindern und dem vermehrten Auswachsen von Linsenzellen vergesellschaftet ist oder 

lediglich auf die Einschränkungen einer Zelllinie zurückgeführt werden muss, gilt es in 

weiteren Studien zu prüfen. 

Während eine TGFβ-2-bedingte Erhöhung mesenchymaler Marker und Proteine der 

extrazellulären Matrix bereits häufig in der Literatur dargestellt wurde (20, 21, 24, 25, 34), 

konnte in dieser Arbeit auch eine TGFβ-2-induzierte Steigerung von CRYAB in HLE-B3 

Zellen gezeigt werden (1).  

Da das Chaperon Zellen vor stressbedingter Proteinaggregation schützt (44), kann diese 

Expressionssteigerung möglicherweise als fehlgeschlagener Schutzmechanismus 

angesehen werden (43). 

Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnten Nahomi et al. in Zellen der humanen 

Linsenepithelzelllinie FHL124 sowie in murinen Linsenepithelzellen ebenfalls eine 

TGFβ-2-vermittelte mRNA-Steigerung von CRYAB zeigen (61). Ein CRYAB-Knockdown 

mittels siRNA war verglichen zur Kontrollgruppe mit verminderten TGFβ-induzierten 

mRNA-Expressionen von FN und aSMA in Linsenzellen assoziiert (61). Folglich scheint 

CRYAB eine Rolle beim Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition in 

Linsenzellen zu spielen (61). In den primären pLEC zeigten sich ebenfalls hohe basale 

Expressionslevel von CRYAB, wobei TGFβ-2-abhängig zwar ein Anstieg mesenchymaler 

Marker, jedoch keine Steigerung des Chaperons CRYAB nachgewiesen werden  

konnte (1). Daher weisen diese Zellen möglicherweise eine andere TGFβ-abhängige 

Genregulation auf. Weitere Studien sind notwendig, um die Funktion des CRYABs 

während der EMT sowie die zugrundeliegende Genregulation in pLEC besser zu 

verstehen.  

Eine weiterführende Diskussion ist in der oben genannten Publikation unter „Discussion“, 

Seiten 5789- 5793 aufgeführt (1).  
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 Limitationen 

Basis dieser Studie ist ein heterogenes Patientenkollektiv mit kleiner Fallzahl. Der Fokus 

der klinischen Einordnung der Patienten zur Korrelation mit zellbiologischen Parametern 

lag vor allem auf Patientenalter, Geschlecht, Ätiologie der Katarakt und Kataraktart. 

Weitere Faktoren, die ebenso das Proliferationsverhalten oder die Genexpression von 

Zellen beeinflussen können, wie beispielsweise Stoffwechselparameter oder genetische 

Komponenten, blieben in der vorliegenden Arbeit unbeachtet. 

Weiterhin handelt es sich bei dieser Studie um ein Modell für die Nachstarentstehung. 

Dabei können die in vivo Bedingungen wie Sauerstoffgehalt, Nährstoffzusammensetzung 

der okulären Medien, Umgebungsdruck und Wachstumsoberfläche von den 

Kulturbedingungen abweichen. Zudem können Zellen infolge der Kultivierung ihren 

initialen Zelltyp verlieren (29, 54), was bei der Interpretation der Daten berücksichtigt 

werden muss. Nicht selten kommt es bereits nach wenigen Subkultivierungen zur 

Seneszenz der Primärzellen, weswegen deren Lebensdauer limitiert ist (29, 54). Im 

Gegensatz zu primären Linsenzellen proliferieren die immortalisierten Zellen der Zelllinie 

HLE-B3 unbegrenzt. Durch den Prozess der Transfektion zur Immortalisierung verlieren 

die Zellen teilweise ihre physiologischen Eigenschaften (29, 54). Zudem können in Zellen 

höherer Passagen Veränderungen der Genexpression und ein Verlust epithelialer Marker 

auftreten (29, 62). Da diese Zellen aber widerstandsfähiger als primäre Linsenzellen sind, 

ermöglichen sie die Erprobung von experimentellen Methoden sowie in gewissem Grade 

die Validierung von Ergebnissen. Sie sind daher besonders in den frühen Phasen der 

experimentellen Erforschung des Nachstars von Bedeutung.  

In dieser Studie wurde die Mehrheit der Daten mittels qRT-PCR erhoben. Diese Methode 

zeichnet sich durch eine äußerst hohe Sensitivität aus und ermöglicht es, geringste 

Kopienzahlen der Zielsequenz zu detektieren (63). Dadurch gelingt es, spezifische 

cDNA-Sequenzen innerhalb kürzester Zeit zu amplifizieren und nachzuweisen (63). Ein 

entscheidender Nachteil dieser Methode sind die hohen Kosten sowie der apparative 

Aufwand der qRT-PCR. Zugleich ist die PCR sehr anfällig gegenüber Inhibitoren (63). 

Nicht zuletzt ermittelt die qRT-PCT die Genexpression auf mRNA-Ebene, wohingegen 

Veränderungen auf Proteinebene nicht nachvollzogen werden können (63). 
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 Ausblick 

Im Zuge dieser Arbeit konnten pLEC hinsichtlich ihrer mRNA-Expression analysiert 

werden. Diese Erkenntnisse bilden eine Basis für die weitere Erforschung des Nachstars 

im Kindesalter. Weitere Studien sind nötig, um die genauen Prozesse und 

zugrundeliegenden Signalwege der Nachstarentwicklung bei Kindern besser erfassen zu 

können.  

Aufgrund der eingeschränkten Verfügbarkeit der pLEC sowie der geringen 

RNA-Ausbeute ist die Analyse dieser Zellen eine methodische und logistische 

Herausforderung.  

Um weitere an der Nachstarentwicklung bei Kindern beteiligte Prozesse identifizieren zu 

können, ist die Durchführung einer RNA-Sequenzierung geplant. Mit Hilfe dieser 

innovativen Methode kann das Transkriptom der Zellen besser analysiert werden (64), 

und es könnten sich somit wertvolle Informationen zur Regulierung der Genexpression 

des Nachstars ergeben.  

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass TGFβ-2 die EMT von pLEC beeinflussen 

kann (1). Somit sollten Signalkaskaden des TGFβs als ein potenzielles Target für die 

zukünftige Prophylaxe oder Therapie des Nachstars angesehen werden. Ziel ist es, 

zunächst Inhibitoren der TGFβ-Signalwege hinsichtlich ihrer Wirkung auf Genexpression 

und Zellproliferation in pLEC zu untersuchen. Neben den anti-proliferativen sowie anti-

migratorischen Effekten müssen diese auch in Bezug auf eine mögliche Zytotoxizität 

genauer betrachtet werden.  

Als Lösungsansatz postulierten Forscher die Regeneration von Linsen aus endogenen 

Stammzellen (65). In einer vielversprechenden, jedoch bisher nicht reproduzierten Studie 

aus China wurde berichtet, dass eine neue minimal-invasive Operationsmethode, welche 

die Integrität von Linsenkapsel und anhaftenden Linsenepithelzellen bewahrt, die 

Regeneration einer klaren Linse im Kleinkindalter ermöglichen kann (65). Jedoch stellt 

der beschriebene Zeitraum mit einhergehender visueller Deprivation von mehreren 

Monaten bis zur Regeneration der Linse ein signifikantes Amblyopierisiko dar (66). 

Aktuell existieren noch keine Langzeitstudien hinsichtlich der Transparenz der 

regenerierten Linse. In der vorliegenden Arbeit konnte eine gesteigerte mesenchymale 

Genexpression in primären pLEC nachgewiesen werden (1), weswegen das mögliche 

Risiko einer erneuten Trübung der regenerierten Linsen berücksichtigt werden sollte.  
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Das Management kindlicher Katarakte und die Prophylaxe eines postoperativen 

Nachstars stellen auch heute noch eine Herausforderung dar. Fortschritte in der 

pädiatrischen Kataraktchirurgie und der Nachstarprophylaxe sind weiter notwendig, um 

bei diesen Patienten den bestmöglichen Visus unter Minimierung komplikationsreicher 

Operationen zu erreichen. 

Als Schritt in diese Richtung gelang es in dieser Studie, das Proliferationsverhalten von 

Linsenzellen pädiatrischer Kataraktpatienten mit klinischen Parametern zu korrelieren 

und erstmals diese seltenen Zellen in vitro auf Genexpressionsebene zu analysieren. 

Dadurch können Rückschlüsse auf die Nachstarentstehung bei Kindern gezogen werden, 

womit eine Basis für zukünftige therapeutische Ansätze geschaffen wird. Die vorliegende 

Arbeit soll Grundlage und Motivation für weitere Studien des herausfordernden 

Krankheitsbildes darstellen.  
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