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Computerunterstitzte Analyse der RPE- Autofluoreszenz und Zelldichte

 Retinales Pigmentepithel (RPE) ist die Hauptquelle von Autofluoreszenz (AF)- .
Signalen klinischer Fundus-AF-Aufnahmen
 Daten zur AF auf histologischer Ebene sowie AF kombiniert mit RPE-Zelldichten

sind nicht verflugbar

e Wir stellen Methoden vor, um die AF und Zelldichte humaner RPE Zellen in

Relation zur Fovea zu bestimmen.

Praparation von RPE-Bruch Membran flatmounts

* Menschliches chorioretinales Gewebe stellt die Basis fur die Praparation von
RPE-BrM-flatmounts dar (Abb. 1)

 Dissektion und Feinpraparation sind anspruchsvoll und zeitaufwendig (bis zu 8
Stunden pro Gewebe), resultieren aber in einer einzelligen Gewebeschicht, die
eine exakte Fluoreszenzmikroskopie ermoglicht

e R3aumliche Abgrenzung einzelner Zellen erfolgt durch eine phalloidin f-actin

Markierung (Abb. 2).

Delaunay und Voronoi Analysen sind etablierte Methoden flr das retinale
Zellmosaik (Berechnung von Abstanden zwischen Zellzentren und Anzahl von
Zellnachbarn! (Abb. 3))

AF-Intensitatssignale einer Voronoi Region werden numerisch integriert und
ermoglichen so die Darstellung der absoluten AF jeder einzelnen Zelle
Daraus lassen sich AF Karten ganzer RPE-BrM flatmounts erstellen (Abb. 4)
Voronoi Analysen liefern auch Daten zur Zelldichte und Geometrie (Tabelle;
siehe auch: Ach et al., Poster PFr03-07).
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Abb1l. Erhalt der fovealen Position
(Pfeilspitze) wahrend der
Praparation eines RPE-BrM-
flatmounts.

Die Fotodokumentation jedes
einzelnen Praparationsschritts
erlaubt eine exakte, nachtragliche

Abb. 3 Anordnungsmuster Fovea Perifovea
und AF Intensitaten von T s N B At
anhand von Voronoi
Regionen.

A,C Fovea; identische
Region wie in Abb. 2.

B,D Perifovea. Mit
zunehmendem Alter
werden Irregularitaten in
der Anordnung der RPE
Zellen sichtbar. Die AF %y
Intensitat nimmt sowohl in
der Fovea als auchinder |+
Perifovea zu (Tabelle).

a.u. = arbitrary units.
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Lokalisation der Fovea auf dem RPE-

BrM-flatmount (mittels Image)
software plug-in).

A Epi-illumination. B Trans-
illumination. C Epi-illumination.
D Flatmount auf Objekttrager.
Differential interference contrast
Aufnahme.
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RPE Cytoskeleton

34 yr.

90 yr.

Lipofuscin AF Abb. 2 RPE cytoskeleton

vor allem durch Melanin geblockt wird. In dlteren Augen resultiert das verstarkte AF Signal

aus Verlust an Melanin und vermehrter Anhaufung von Lipofuscin.
Cytoskeleton label mit AlexaFluor 647 phalloidin. Anregungswellenléinge der Lipofuscin AF: 488 nm, Emission > 510 nm.

und Lipofuscin AF in der
Fovea in Abhangigkeit
vom Alter.

A,C Die RPE Zellen bei

einem 34-Jahrigen weisen
ein fast gleichférmig
hexagonales Muster auf.
Bei einem 90-Jahrigen
zeigen sich irregulare
Muster sowie einzelne
vergrolSte Zellen. B,D In
jungen Augen zeigt sich
ein intensives AF Signal
an den Zellgrenzen,
wahrend es im Zentrum

Tabelle: AF Intensitaten, RPE-Zelldichten und —flachen von 18 flatmounts

Abb. 4 Quantifizierte AF Karten von sechs RPE-BrM flatmounts.

Die AF Karten weisen eine hohe Variabilitat auf. Die Gesamt-AF-Intensitaten sind im Alter
jedoch signifikant hoher als in jiingeren Jahren (siehe Tabelle). In der Perifovea? zeigt sich,
im Vergleich zur Fovea, ein verstarktes AF Signal, unabhangig vom Alter. Die perifovealen
Areale entsprechen Bereichen hoher Stabchendichte in der urspringlich dartuberliegenden
Netzhaut.3 Alle AF Intensitdaten wurden vor Anfertigung der Karten auf eine Standard-
Fluoreszenzreferenz normalisiert/quantifiziert.* Die Ringe sind zentriert auf die Fovea, der
Radius erhoht sich jeweils um 2 mm.

< 50 Jahre

(n=8)
AF [a.u] 21.6+12.0
max AF [a.u] 34.0 £ 18.9
min AF [a.u] 11.2+7.1
RPE Zelldichte 4902 + 984

[pro mm?]

RPE Zellflache 0.21+£0.04

[mm? x 1000]

> 80 Jahre
(n=10) Schlussfolgerung
32.1+18.0 0.031 * RPE-BrM flatmounts unter Erhalt der fovealen Position ermdéglichen eine
exakte Kartographie der RPE-AF auf zellularer Ebene
419.1+27.6 0.032 : : L epes s
e RPE-AF Karten weisen eine hohe Variabilitat auf
16.4 + 10.7 0.0015  Die vorgestellten histologischen, quantifizierten AF-Karten konen zur
077 + 1144 03 Interpretation der klinischen quantifizierten Fundusautofluoreszenz* dienen
>027% =  Die altersabhangige Zunahme der Lipofuscin-AF scheint nicht mit einer
Veranderung der RPE-Zelldichte einherzugehen, was moglicherweise auch
0.21 £0.04 0.61

[a.u.] = arbitrary unit; AF wurde normalisiert und quantifiziert; angegeben ist Mittelwert + Standardabweichung

Auswirkungen auf das Rollenverstandnis des Lipofuscins in der AMD-
Pathogenese haben kann.
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