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Zusammenfassung

Einleitung: Die Wundheilung kornealer Endothelzellen erfolgt hauptsachlich durch Migration
benachbarter Zellen. Die Endothelzellen sind in vivo standig in Kontakt mit Kammerwasser
(KW). TGF-R2 und Ascorbinsédure (AS) sind in hoher Konzentration im KW enthalten. Der
Einflul von humanem KW, TGF-32 und AS auf Proliferation und Migration boviner kornealer
Endothelzellen (BCEC) in Kultur wurde untersucht.

Methoden: Proliferation: BCEC der 1.Passage wurden zu 1,5x10% Zellen/well ausgesat. Mit
frischem Medium und Zusatz von humanem KW (10% und 100%), TGF-R32 (0,1; 1 und 10
ng/ml) und AS (50, 100 und 200 pg/ml) wurden die Kulturen fur 72 oder 96 h inkubiert und
anschlieend gezahlt. Migration: Konfluente Zellkulturen der 1.Passage wurden verwendet. Mit
einem modifizierten Trepan (Z 5,5 mm) wurde eine zentrale, zirkuldre “Wunde” gesetzt. Die
Kulturen wurden mit frischem Medium, das humanes KW, TGF-32 und AS in den o. g.
Konzentrationen enthielt, fir 72 oder 96 h inkubiert. Zur Auswertung wurden die in den
Wundbereich migrierten Zellen an 5 verschiedenen Stellen, ausgehend vom Wundrand,
gezahilt.

Ergebnisse: Die Proliferation der BCEC wurde durch humanes KW (unverdiinntes KW: nahezu
100%; 10%iges KW: 30%) und Ascorbinsaure (ca. 90% bei AS 200 pug/ml) gehemmt. TGF-32
stimulierte die Proliferation bis zu einem 3fachen Wert der Kontrollen. Die Migration wurde
durch humanes KW (unverdinntes KW: nahezu 100%; 10%iges KW: 30%) und TGF-R2 (ca.
50% bei allen Konzentrationen) gehemmt. AS hatte einen stimulierenden Einflu3 (20-50%) auf
die Migration.

Schluf3folgerung:  Noch ist unklar, welche Substanzen im KW fur den pro-
liferationshemmenden Einflul? auf korneale Endothelzellen verantwortlich sind. Sowohl AS als
auch TGF-R32 zeigten einen gegensatzlichen Effekt auf Proliferation und Migration kultivierter
BCEC. Die Bedeutung dieser Beobachtungen fir die Wundheilung humaner Kkornealer
Endothelzellen in vivo ist Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Abstract

Purpose: Corneal endothelial cells are non-proliferating, wound healing primarily occurs by
migration of adjacent cells. Endothelial cells in vivo are constantly exposed to aqueous humor
(AH). Elevated concentrations of TGF-R2 and ascorbic acid (AA) are present in agueous humor.
The influence of human AH, TGF-R2 and AA on proliferation and migration of bovine corneal
endothelial cells in vitro was investigated.

M ethods: Proliferation assays: BCEC at first passage were seeded at 1.5x10* cells/well. Fresh
medium containing human AH (10% and 100%), TGF-32 (0,1;1 and 10 ng/ml) and AA (50, 100
and 200 pg/ml) was added to the cells. 72 or 96 hours later the cells were counted. Migration
assays: BCEC at first passage were grown to confluency. A central, circular “wound” was made
with an especially designed trephine (& 5.5 mm). The cultures were incubated with fresh
medium containing human AH, TGF-R32 and AA in the same concentrations for 72 or 96 hours.
The cells were then counted in five randomly chosen sections from the wound edge.

Results: Proliferation of BCE cells was inhibited by human AH (pure AH: nearly 100%, 10% AH:
30%) and AA (about 90% at 200 pg/ml). TGF-R2 stimulated the proliferation up to 3 fold
compared to the controls. Migration was inhibited by human AH (pure AH: nearly 100%, 10%
AH: 30%) and TGF-32 (about 50% at all concentrations). AA had a stimulatory effect (20-50%)
on migration.

Conclusion: Presently, it remains unknown which substances in AH are responsible for the
inhibiting effect on corneal endothelial proliferation. Both TGF-32 and AA showed to have a
differential effect on proliferation and migration of cultured BCE cells. The significance of these
observations for wound healing of human corneal endothelial cells in vivo has to be
investigated.
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1 Einleitung

1.1 Die Hornhaut

1.1.1  Struktur

Die verschiedenen Schichten der Hornhaut haben ihren embryologischen Ursprung im
Ektoderm, Mesoderm und Neuroektoderm der Neuralleiste.

Die Vorderseite der Hornhaut bildet ein mehrschichtiges nicht verhornendes
Plattenepithel, dessen Basalzellen fest auf der verdickten Bowman - Membran
verankert sind. Es schliel3t sich das Stroma an, welches aus Kollagenfibrillen besteht.
Transparent sind sie durch ihre kristalline Gitteranordnung innerhalb der
Stromalamellen (Maurice 1957) und ihren niedrigen Wassergehalt (70%). Das Stroma
wird vorderkammerwarts durch die Descemet - Membran begrenzt. Auf dieser Membran
sitzt das einschichtige Hornhautendothel, die Abgrenzung der Hornhaut vom
Kammerwasser.

Die Hornhaut hat beim Erwachsenen einen Durchmesser von 11,5 mm. lhre Dicke
betragt im Zentrum 0,50 mm, in der Peripherie 0,65 mm.

Die ausgepragte sensible Innervation der Hornhaut erfolgt durch Nervenfasern des
ersten Trigeminusastes (Ramus ophthalmicus).

Da die Hornhaut keine Gefal3e besitzt, wird sie hauptsachlich durch das Kammerwasser

aber auch durch den Tranenfilm und das Randschlingennetz ernéhrt.

1.1.2 Funktion

Die Hornhaut ist ein wichtiger Teil des optischen Systems des Auges und ihre
Transparenz ist fur das Sehen von grol3ter Bedeutung. Sie dient dem Schutz des
Augeninneren vor  schadigenden Einflissen. Aufgrund ihrer Transparenz und
Brechkraft wird eine scharfe Abbildung auf der Netzhaut ermoglicht. Durch den
Ubergang in ein anderes Medium (Luft — Tranenfilm — Hornhaut) und die Wolbung der
Hornhaut werden die Lichtstrahlen gebrochen. Die Hornhaut besitzt mit 40 - 45 dpt die

starkste Brechkraft des Auges. Jede UnregelmaRigkeit oder eine Hornhauttribung



beeintrachtigen die Sehfahigkeit erheblich. Hornhauttriibungen sind die haufigste
Erblindungsursache (Taylor 1986).
Die Transparenz der Hornhaut wird an der Vorderseite durch den Tranenfilm und an der

Hinterseite durch ein intaktes Hornhautendothel aufrechterhalten.

1.2 Das Hornhautendothel

1.2.1  Struktur und Funktion

Das Hornhautendothel besteht aus einer 5 - 6 pum dicken, einlagigen Zellschicht von
300.000 - 500.000 Zellen (bei Geburt), die kammerwarts der Descemetschen Membran
aufsitzen. Die Zellen haben eine polygonale, meist hepta - oder hexagonale Form. Sie
sind ungleichmalig dber die Hornhautrickflache verteilt und haben in der
Hornhautperipherie eine hohere Zelldichte als im Zentrum (Schimmelpfennig 1982). In
den ersten Lebensjahren nimmt die Dichte der Zellen stark ab, da die
Hornhautrickflache noch wachst, die Endothelzellzahl aber gleich bleibt. Die Zelldichte
betragt beim Neugeborenen 3500 - 4000 Zellen / mm?2, beim Erwachsenen nur noch
1400 - 2500 Zellen / mm2. Mit zunehmendem Lebensalter nimmt die Zellzahl des
menschlichen Endothels kontinuierlich ab (Waring et al. 1982, Lopez et al. 1989). Dies
ist einer mangelnden Proliferationskapazitdt zuzuschreiben (Capella 1972). Die
durchschnittliche Verminderung der Zelldichte betragt ca. 0,56 % / Jahr (Murphy et al.
1984). Zusatzlich konnen Hornhautdystrophien, Traumen und intraokulare Chirurgie zu
einem Endothelzellverlust fihren.

Das Hornhautendothel hat zwei Hauptfunktionen. Es erndhrt die Hornhaut durch
Diffusion von Kammerwasserbestandteilen und sichert die Transparenz der Hornhaut
durch zwei Mechanismen. Zum einen verhindern die Kontakte der Zellen untereinander
(Zonulae occludentes) einen Einstrom von Kammerwasser. Sie bilden eine passive
Barriere (Waring 1992). Zum anderen bedient sich das Endothel einer ATP -
abhangigen, enzymkatalysierten lonenpumpe, welche durch aktiven Transport von
Natrium, Kalium und Hydrogenkarbonat - lonen einen passiven Austritt von Wasser aus
dem Stroma in die Vorderkammer bewirkt (Waring 1982, Kaufmann 1988).

Wenn die Barriere - und Pumpfunktion des Endothels alteriert ist, kommt es durch
verstarkten Einstrom von Wasser in das Stroma zu einem Hornhautédem und einer
Tribung der Hornhaut (Waring 1992).



1.2.2 Wundheilung in vivo

Die Wundheilung des menschlichen Hornhautendothels erfolgt hauptsachlich durch
Migration. Dabei kommt es nach Vergrof3erung und Abflachung der Zellen zum
Einwandern derselben in die Wunde. Nach abgelaufener Migration kann es durch
Einwanderung benachbarter Zellen Uber einen Defekt zu einer radiaren Anordnung der
Zellen (Rosettenformation) kommen (Geroski et al. 1989). Die Art der Wundheilung ist
auch vom Ausmall und der Ursache des Zellverlustes abhangig. Geschadigte
Endothelzellen werden in die Vorderkammer abgestoRen (Treffers 1982).

Wahrend der Wundheilung des humanen Hornhautendothels wurden mitotische und
amitotische Zellteilungen beobachtet (Zagorski et al. 1980, Hartmann et al. 1986). Man
nimmt an, dal mit zunehmendem Lebensalter amitotische Zellteilungen mit
ZellvergréRerung vorherrschend sind (Faure et al. 1971).

Zwischen den einzelnen Tierspezies bestehen Unterschiede in der Wundheilung. Die
Regenerationsfahigkeit des Endothels von Tieren ist mit zunehmendem
phylogenetischen Abstand starker ausgepréagt als die humaner Endothelzellen. So
erfolgt beim Menschen die Wundheilung hauptsachlich durch die Migration und
VergroRerung der Zellen, die Proliferationskapazitat ist sehr begrenzt. Dahingegen
nimmt die Proliferation den wichtigsten Platz im Wundheilungsprozel3 des Endothels
von Kaninchen, Ratte, Huhn und Rind ein (Geroski et al. 1989).

Welche endogenen und exogenen Faktoren im Wundheilungsprozel3 eine Rolle spielen,

ist weitestgehend unbekannt.

1.3  Die Kultivierung von Hornhautendothelzellen

Die Geschichte der Zellkultur begann Anfang unseres Jahrhunderts. Matsui gelang
1928 zum ersten Mal die Kultivierung von Hornhautendothelzellen.

Far die Isolierung von Endothelzellen kommen heute hauptséchlich zwei Methoden zur
Anwendung. Wir haben uns der Methode bedient, bei der die Zellen mechanisch in
Verbindung mit der Descemet - Membran von der Hornhaut gelost werden. Nach
Erreichen einer konfluenten Priméarkultur werden die Zellen mit Hilfe von

Enzymlésungen (z.B. Trypsin - Losung) vom Kulturschalenboden geldst und erneut



ausgesat (Gospodarowicz et al. 1976). Bei der zweiten Methode werden die Zellen mit
Enzymlésungen von der Hornhaut abgel6st und kultiviert (Slick et al. 1965).

Fur die Kultivierung stehen spezielle Medien zur Verfligung, denen u.a. Antibiotika und
anorganische Puffer sowie tierische oder menschliche Seren zugesetzt werden.
Zellkulturen werden in vielen medizinisch - wissenschaftlichen Bereichen zur
Analysierung von Strukturen, Funktionen und Verhaltensweisen der Zellen genutzt. Die
Induktion und Modulation von Proliferations - und Migrationsvorgangen bei der

Wundheilung des Hornhautendothels Iaf3t sich sehr gut an Zellen in Kultur untersuchen.

1.4  Wundheilung des Hornhautendothels in vitro

Bei der Untersuchung der Wundheilung des Hornhauthautendothels in vitro bestatigten
sich die oben beschriebenen Speziesunterschiede. Der Auswahl der Spezies fir die
Zellkultur kommt daher grol3e Bedeutung zu.

Der exogene Einflul3, z.B. von sog. Wachstumsfaktoren und anderer exogener
Faktoren, laR3t sich an Zellkulturen optimal studieren. Bei einer Reihe von
Wachstumsfaktoren, z.B. EGF und bFGF, ist ein stimulierender Einflu3 auf die
Wundheilung bereits gezeigt worden (Gospodarowicz et al. 1977, Rieck et al. 1992,
Watanabe et al. 1987).

Viele Faktoren, die physiologisch auf die Endothelzellen einwirken, sind in ihrer Wirkung
noch nicht untersucht. So ist nach wie vor unklar, welchen genauen Einflul3 TGF-32 und
L-Ascorbinséure, beides Faktoren, die in hoher Konzentration im Kammerwasser

vorliegen, auf Proliferation und Migration des Hornhautendothels haben.

15 Kammerwasser

1.5.1 Bildung und Funktion

Das Kammerwasser wird im Processus ciliaris des Ziliarkérpers, und zwar vom nicht -
pigmentierten Epithel, produziert. Es wird durch aktive Zelltatigkeit (Sekretion) und
Ultrafiltration gebildet, wobei aktive lonentransportvorgange sowie Karboanhydrase eine

Rolle spielen. Die Bildungsrate betragt 2 mms3/min und sein Gesamtvolumen in Vorder -
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und Hinterkammer 0,15 - 0,35 ml. Das Kammerwasser flie3t aus der Hinterkammer, an
Linse und lIris vorbei, in die Vorderkammer. Es verlal3t die Vorderkammer Uber das
Trabekelwerk in den Schlemm - Kanal. Uber 20 - 30 AbfluBkandle des Schlemm -
Kanals, die mit dem intra- und episkleralen Venenplexus verbunden sind, gelangt das
Kammerwasser in die Blutbahn. Die treibende Kraft fur die Flie@richtung des
Kammerwassers bildet das hydrostatische Druckgefdlle. Ein kleiner Teil des
Kammerwassers gelangt aus der Vorderkammer zur Uvea und verlal3t das Auge Uber
die Sklera (Grehn und Leydhecker 1995).

Eine Funktion des Kammerwassers besteht zum einen in der Aufrechterhaltung des
gegentuber der Umgebung erhdhten Augeninnendrucks (15 - 22 mmHg) und damit der
Formerhaltung des Bulbus. Zum anderen dient es der Ernahrung der gefal3losen
Strukturen des Auges, Kornea, Linse und Glaskorper. Das Kammerwasser ist mit einem

Brechungsindex von 1,334 an der Gesamtrefraktion des Auges beteiligt.

1.5.2 Zusammensetzung

Das Kammerwasser ist eine wasserklare Flussigkeit. Es beinhaltet wenig Proteine und
zahlreiche Bestandteile des Blutplasmas. Die im Kammerwasser geldsten Bestandteile
machen nur ein Zehntel derer des Serums aus. So ist der Glukosegehalt des
Kammerwassers geringer, aber der Ascorbinsduregehalt wesentlich héher. Einige
wichtige organische und anorganische Inhaltsstoffe des Kammerwassers sind in

Tabellel dargestellt.

Tabelle 1: einige ausgewahlte Konzentrationen von Inhaltsstoffen des Kammerwassers
(modifiziert aus Caprioli 1992)

Anorganische Substanzen Organische Substanzen
Bikarbonat 20,2 pmol/mi Ascorbinsaure 1,06 pmol/ml
Chlorid 131,6 pmol/ml Glukose 2,80 umol/mi
Kalium 3,9 umol/mi Laktat 4,50 pmol/ml
Natrium 152,0 pumol/ml Protein 13,50 mg/100m
Phosphat 0,6 umol/mi Citrat 0,12 pmol/ml
H*-lonen (pH) ca. 7,5 Kreatinin ca. 0,04 pmol/m
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1.6  Wachstumsfaktoren (WF)

Wachstumsfaktoren sind kdrpereigene Polypeptide, die in der Art und Weise, wie sie
auf ihre Zielzellen einwirken, den Polypeptid - Hormonen gleichen. Dies beinhaltet das
Vorhandensein von Oberflachenrezeptoren auf den Zellen, die Art der Erzeugung des
transmembranéaren Signals und die Wirkung auf die Genexpression. Im Gegensatz zu
Hormonen werden die WF in einer Vielzahl von Zellen synthetisiert und haben ein
groReres Spektrum an Zielzellen (Bradshaw und Cavanaugh 1990).
Wachstumsfaktoren férdern oft das Zellwachstum, kdnnen es aber auch hemmen.
Darliber hinaus beeinflussen sie viele andere Zellfunktionen, wie z.B. die
Differenzierung ihrer Zielzellen, Wundheilung, Seneszenz ect.. Zellen benutzen
Wachstumsfaktoren als Signalmolekile fur die Kommunikation untereinander (Sporn
und Roberts 1990).

Seit Anfang der 70er Jahre konnten durch verbesserte biochemische Techniken immer
mehr Wachstumsfaktoren isoliert und ihre Struktur charakterisiert werden. Die
Produktion gro3er Mengen jedes isolierten Faktors ist durch Kenntnis der fir ihn
codierenden Gene und unter Zuhilfenahme von Expressionssystemen moglich
geworden (Bradshaw und Cavanaugh 1990).

Zu den bisher isolierten WF gehodren u.a. der Epidermal Growth Factor (Epidermaler
Wachstumsfaktor), die Familie der Fibroblast Growth Factors (Fibroblasten
Wachstumsfaktoren) und die Familie der Transforming Growth Factors beta

(Transformierender Wachstumsfaktor Beta).

1.6.1 Der Epidermal Growth Factor (EGF)

Der Epidermal Growth Factor (Epidermaler Wachstumsfaktor) wurde1962 erstmals aus
der submaxillaren Drise der Maus isoliert (Cohen 1962). Der humane EGF hat eine
Sequenz von 53 Aminosauren (Gregory 1975) und ein Molekulargewicht von 6045
Dalton. Die Konzentration von EGF im Kammerwasser betragt bei Mannern ca. 10,3
ng/ml, bei Frauen ca. 4,9 ng/ml (Shinoda et al. 1988). Die endogene Prasenz dieses
WF konnte in vielen okularen Zellen nachgewiesen werden (Wilson et al. 1994).

Der EGF - Rezeptor ist ein intrinsisches Membranglycoprotein mit einem

Molekulargewicht von 170000 Dalton, an dessen externer Domane EGF spezifisch
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bindet. Die Tyrosinkinaseaktivitat des EGF - Rezeptors bewirkt Phosphorilierungen im
Zytoplasma (Carpenter und Wahl 1990). Der Rezeptor konnte in kornealen Endothel -
und Epithelzellen nachgewiesen werden (Wilson et al. 1994).

Die Wirkung von EGF auf die verschiedensten Zellarten wurde bereits erforscht. Bei
okuléren Zellen zeigte sich eine fordernde Wirkung auf die Proliferation (Gospodarowicz
et al. 1977, Raymond et al. 1986) und Migration (Watanabe et al. 1987) von kornealen
Endothelzellen und auf die Proliferation von Linsenepithelzellen (Reddan und Wilson-
Dziedzic 1983).

1.6.2 Die Fibroblast Growth Factors (FGF)

Die beiden Hauptformen der Familie der Fibroblast Growth Factors bilden der basische
(hoher isoelektrischer Punkt) und der saure Fibroblastenwachstumsfaktor (niedriger
isoelektrischer Punkt). Der basische Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) hat ein
Molekulargewicht von 16500 Dalton und besteht aus 146 Aminosauren (Esch et al.
1985), der saure Fibroblastenwachstumsfaktor hat ein Molekulargewicht von 15500
Dalton und ist aus 140 Aminosauren aufgebaut (Thomas et al. 1984, Esch et al. 1985).
Zu ca. 55 % sind bFGF und aFGF in ihrer Sequenz identisch (Esch et al. 1985).

Der aFGF wurde z.B. in Gehirn (Lobb und Fett 1984) und Retina (Baird et al. 1985)
gefunden und scheint auf das Vorkommen in neuronalem Gewebe beschréankt zu sein,
wohingegen bFGF in einer Vielzahl von Zellen gefunden wurde.

Der Rezeptor fur aFGF und bFGF ist ein einkettiges Polypeptid mit einem
Molekulargewicht von 110 - 150 kda. Er besitzt eine hohe Affinitat fir beide Faktoren,
die fur bFGF aber héher ist als fur aFGF (Baird und Béhlen 1990).

Die Wirkung von bFGF und aFGF auf eine Vielzahl von Zellen in vitro und in vivo wurde
bereits untersucht. Oft zeigte sich eine stimulierende Wirkung, wie z.B. bei der
Proliferation kornealer Endothelzellen in vitro (Gospodarowizc et al. 1977, Rieck et al.
1992).
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1.6.3 Die Transformig Growth Factors beta (TGF-R)

Der TGF beta wurde 1983 von Assoian et al. isoliert. Dieser Wachstumsfaktor wird
heute TGF-31 genannt. Inzwischen sind weitere vier Isoformen bekannt (Roberts und
Sporn 1990).

In humanen Geweben konnten die Isoformen TGF-R1 (Derynck et al. 1985), TGF-32
(de Martin et al. 1987) und TGF-R3 (ten Dijke et al. 1988, Derynck et al. 1988) isoliert
werden. Es handelt sich um homodimerische Peptide und jeder der TGF-Bs wird aus
einem Vorlauferprotein (~ 400 Aminosauren) proteolytisch in ein reifes Peptid
umgewandelt (112 Aminoséauren). Die TGF-3 - Isoformen sind zu 70 - 80 % identisch
(Miyazono et al. 1993).

Die Wirkungen, die durch TGF- vermittelt werden, reichen von der Regulation von
Proliferation, Differenzierung, Adhasion und Migration Uber die Stimulation von
extrazellularer Matrixsezernierung bis zur Modulation von vielen entzindlichen und
immunologischen Reaktionen (Roberts und Sporn 1990).

Die TGF-Bs vermitteln ihre Wirkungen durch Bindung an eigene, spezifische
Rezeptoren. Ich mochte etwas néher auf die TGF-B - Rezeptoren I, Il und Il (TRR I,
TRR Il und TRR 1l) eingehen.

Das Verstandnis der Signaltransduktion durch die TGF-B - Rezeptoren wurde stark
verbessert durch die Klonierung und Charakterisierung von TRR Il (Lin et al. 1992) und
TRR Il (Wang et al. 1991, Lopez-Casillas et al. 1991).

TRR I und TRR Il sind Glycoproteine, wobei der TR 1l ein Molekulargewicht von 80 kDa
hat und zur Familie der Serin/Threonin - Kinase - Rezeptoren gehort. Die Struktur des
TRR 1 ist nicht eindeutig aufgeklart. Der TRR Il ist, im Gegensatz zu allen bekannten
Polypeptid - Rezeptoren, ein Proteoglykan. Er setzt sich aus einem Kernprotein von 120
kDa und Glykosaminoglykan - Seitenketten zusammen, die einen hohen Gehalt an
Heperansulfat und Chondroitinsulfat haben. Zur Bindungskapazitdt der einzelnen
Isoformen an die Rezeptoren ist zu sagen, dal3 TER Il mit hoher Affinitdt TGF-R1 und 3
bindet, TGF-32 aber hauptsachlich an TRR Ill bindet. Wie kann nun TGF-3 ein
intrazellulares Signal induzieren? Daflr missen in jedem Falle TRR | und TRR Il auf der
Zelloberflache vorhanden sein. TGF-[3 bindet an den TRR II, der allein kein Signal
auslésen kann. Bei Bindung von TGF-[3 kommt es vielmehr zu einer Rekrutierung des

TRR | und darauffolgenden Ausbildung eines Liganden -TRR | - TRBR Il - Komplexes.
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Durch die Einbeziehung des TR | in den Komplex kommt es zu einer Phosphorilierung
von TRR | und damit zur Weiterleitung eines intrazellularen Signals. Der TRR [l nimmt
nicht direkt an der Signaltransduktion teil. Bei Bindung von TGF-B2 an TRR Il
produziert dieser ein transmembranares Signal, welches TRR Il prasentiert wird (Lopez-
Casillas et al. 1993).

TRRII

TRRII  TBRI

Abb. 1.1 Darstellung TGF-3-Rezeptor Il und Rezeptorkomplex aus TGF-3-Rezeptor
| und Il (modifiziert aus Heldin et al. 1997)

Die drei besprochenen Rezeptoren sind auf der Oberflache kornealer Endothelzellen zu
finden (Joyce und Zieske 1997). Es kdnnen also die im Kammerwasser enthaltenen

TGEF-R - Isoformen auf die Endothelzellen einwirken.

1.6.3.1 Der Transforming Growth Factor Beta 2 (TGF-32)

Der TGF-R32 ist ein homodimerisches Peptid mit einer dreidimensionalen Struktur. Jede
Kette ist aus 112 Aminosauren aufgebaut, die zu zwei antiparallelen 3-Faltblattern und
drei o-Helices zusammengesetzt und zusatzlich durch acht Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind. Eine Disulfidbricke zwischen den beiden Ketten stabilisiert die
dimerische Struktur. Jedes TGF-32 - Monomer &hnelt in seinem Aufbau einer
ausgestreckten Hand (siehe Abb.1.2.) und bildet so kein kompaktes, globuldres Protein
(Miyazono et al. 1993).

Humanes Kammerwasser hat einen hohen Gehalt an TGF-B. Die hochste
Konzentration wurde fir TGF-32 gefunden (1-3 ng/ml), der Gberwiegend in aktiver Form

vorliegt.
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Abb. 1.2. Struktur von TGF-32 (aus Miyazono et al. 1993)

1.7  L-Ascorbinsaure ( Friedrich 1987, Nobile und Woodhill 1981)

L-Ascorbinséure ist ein 2,3-Endiol-L-gulonsdure-y-lacton. Als Redoxsystem des Vitamin
C bezeichnet man die 3 Verbindungen L-Ascorbinséaure, Dehydro-L-Ascorbinsédure und
die radikalische Zwischenstufe, genannt Monodehydroascorbinsaure (siehe Abb. 1.4.).
Aus L-Ascorbinsaure entsteht durch Oxidation Dehydroascorbinsaure, die durch
Reduktion mit H,S zu L-Ascorbinsaure regeneriert werden kann. Ascorbinséure liegt als
weil3es, farbloses Kristallinpulver vor, das aus quadratischen oder etwas langlichen
monoklinen Kristallen besteht und gehért zu den wasserléslichen Vitaminen (siehe Abb.
1.3.). Die erstmalige Isolierung gelang 1928 und durch Strukturaufklarung ist seit 1933
die chemische Synthese mdglich.

Fur den menschlichen Organismus ist Ascorbinsdure essentiell, da das Enzym L-

Gulonolacton - Oxidase im Laufe der Evolution durch Mutation verlorenging. Vielen
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Tierarten, die diesen Mangel nicht aufweisen, ist es mdglich, aus Glukose selbst
Ascorbinsaure zu bilden.

Der tagliche Bedarf an Ascorbinsaure betragt ca. 20-30 mg. Davon werden 80-90 % im
Duodenum, Jejunum und Uber die Mundschleimhaut durch einen Carrier - und Na'-

abhéangigen aktiven Transport resorbiert.

Im menschlichen Korper ist Ascorbinsdure in hoher Konzentration in
stoffwechselaktiven Geweben zu finden. So liegt Vitamin C in sehr hoher Konzentration
in Nebenniere, Hypophyse, Gehirn, Augenlinse, Milz ,Leber und Pankreas vor.

Eine hohe Ascorbinsdurekonzentration ist auch im Kammerwasser zu finden. Sie
betragt ca. 100 pg/ml  und somit das Doppelte der Ascorbinsdurekonzentration des
Serums.

Die Wirkungen der Ascorbinsdure sind vor allem ihrer Eigenschaft als Redoxpartner
zuzuschreiben. Als biochemisches Redoxsystem ist das Vitamin C an vielen
Eletronentransportreaktionen  beteiligt. Zu den bekanntesten biochemischen
Reaktionen, die durch Vitamin C stimuliert werden, zahlen Hydroxilierungen.

Zu einigen wichtigen Funktionen gehdren die Beteiligung an der Kollagensynthese
(Katalyse durch Ascorbinsaure), die Bedeutung beim Abbau der Aminosaure Tyrosin,
die Funktion als Cofaktor bei der Synthese von Noradrenalin sowie die antioxidative
Wirkung als Radikalfanger z.B. zum Schutz vor lichtinduzierten Gewebeschaden. Bei
der letztgenannten Funktion reagiert Ascorbinsaure mit den toxischen Formen des
Sauerstoffs, dem Superoxidanion und dem Hydroxylradikal. Dabei entsteht
Monodehdroascorbinsaure, die rasch zu Ascorbinsdure und Dehydroascorbinsaure
disproportioniert wird.

Neben diesen biochemischen Wirkungen nimmt Ascorbinsdure einen EinfluR auf
Zellteilungs - und Differenzierungsprozesse. So wurden antiproliferative (Knorr et al.
1996) bzw. zelltoxische (Wunderlich et al. 1992) als auch proliferationsférdernde (Liso
et al.1984) Effekte gezeigt.
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Vitamin C

Abb. 1.3. Vitamin C (aus Friedrich 1987)

L-Ascorbinsaure Dehydro-L-Ascorbinséure
(reduziert) (oxidiert)

H i

< c. O_ 0O

60N /° HOH,C'

1 -H, ZC

HOHL on 3 2 - OH

OH OH O O

Abb. 1.4: Redoxsystem des Vitamin C, Strukturformeln der L-Ascorbinsaure und der
Dehydro-L-Ascorbinsaure (aus Friedrich 1987)
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1.7.1 Zusammenhang mit Lipoxygenase

Arachidonséaure wird Uber drei verschiedene enzymatische Wege zu biologisch aktiven
Eicosanoiden metabolisiert (Needleman et al. 1986, Abb. 1.5.).

Das Enzym Cyclooxygenase bildet aus Arachidonsaure Prostaglandine, Prostacyklin
und Thromboxan.

Der Arachidonsaure - Stoffwechsel durch Epoxygenase ist abhangig von Cytochrom
P450 - Monoxygenasen. Zu den entstehenden Metaboliten gehdren
Epoxyeicosatrienoicséaure, 12-R-Hydroxyeicosatetraenoicsaure und 12-R-
Hydroxyeicosatrienoicsaure.

Lipooxygenase wandelt die Arachidonséure zu Hepoxillinen, Lipoxinen, Leukotrienen
und den unstabilen Hydroperoxyeicosatetraenoicsauren (HPETES) um, aus denen
rasch Hydroxyeicosatetraenoicsduren (HETES) gebildet werden. 12-Lipoxygenase
katalysiert die Oxidation von Arachidonsaure zur unstabilen 12-HPETE, bzw. zur
stabilen 12-S-HETE.

Das Hauptprodukt des Arachidonsaurestoffwechsels in kornealen Zellen von Ratten ist
12-S-HETE, was aussagt, dal3 der Lipoxygenaseweg den vorherrschenden Weg der
Metabolisierung von Arachidonsaure in kornealen Zellen darstellt (Hurst et al. 1991).
Die Zellproliferation epidermaler Zellen wird durch Lipoxygenase und die durch ihre
Katalysierung entstehende 12-S-HETE guinstig beeinflut (Chan et al. 1985). Es wurde
bereits gezeigt, dal eine Hemmung der Lipoxygenase eine Verzdogerung der
Wundheilung kornealer Rattenepithelzellen zur Folge hat (Gupta et al. 1992).

Durch Willams et al. wurde nachgewiesen, dafld Ascorbinsdure die Bildung von 12-S-
HETE durch korneale Zellen inhibiert (Williams et al. 1986).

Es besteht also die Moglichkeit, einen evtl. hemmenden Effekt von Ascorbinsédure auf
den Lipoxygenaseweg des Arachidonséduremetabolismus durch Zugabe von 12-S-

HETE zu vermindern.
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Arachidonséure

Lipoxygerfase Epoxygenase

Cyclooxygenase
Hydroperoxyeicosa-
tetranoicséauren

(HPETE) Epoxyeicosatrienoicséure
. (EET)
Ascorbin- Prostaglandin
< s&ure : 12-R-Hydroxyeicosa
Prostazyklin tetranoicsauren
(12-R-HETE)
Hydroxyeicosa Thromboxan
tetranoicsauren 12-R-Hydroxyeicosa
(HETE) trienoicsaure
(12-R-HET)
Hepoxilline
Lipoxilline

Leukotriene

Abb. 1.5. Metabolisierung von Arachidonsaure
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2 Ziel der experimentellen Arbeit

Die Regenerationsfahigkeit des Hornhautendothels ist sehr begrenzt. So kann es mit
fortschreitendem Lebensalter und durch zusétzliche Einflisse wie Trauma oder
intraokulare Chirurgie zu einer Endotheldekompensation kommen. Daraus resultiert
eine ausgepragte Einschrankung der Sehfahigkeit durch eine irreversible
Hornhauttriibung.

An Zellen in Kultur &Rt sich die Induktion und Modulation von Proliferation und
Migration des Hornhautendothels innerhalb des Wundheilungsprozesses ideal
studieren.

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, endogene Faktoren aufzudecken, die
moglicherweise einen hemmenden Einflul3 auf die Wundheilung des Hornhautendothels
haben.

Da das Kammerwasser die Endothelzellen in vivo an ihrer Riuckseite umspiilt, soll der
Einflu@ von Kammerwasser selbst sowie von Inhaltsstoffen des Kammerwassers
untersucht werden. Der Wachstumsfaktor Transforming Growth Factor Beta 2 und L-
Ascorbinsaure liegen in sehr hoher Konzentration im Kammerwasser vor und haben in
Zellkulturstudien, aber auch in tierexperimentellen Studien gezeigt, dal3 sie einen
hemmenden Einflul auf das Zellwachstum anderer Zellinien haben kénnen.

Es wurde mit bovinen kultivierten Endothelzellen gearbeitet. Die Proliferation und die
Migration wurden separat in zwei verschiedenen Modellen untersucht.

Da ein zelltoxischer Effekt von L-Ascorbinsaure beschrieben wird, wurden zusétzlich

Vitalitatspriufungen durchgefuhrt.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellen

Fur die Gewinnung der Endothelzellen wurden Rinderaugen aus einem nahegelegenen
Schlachthof verwendet. Die Bulbi wurden direkt post mortem enukleiert und, auf Eis
gelagert, in unser Labor transportiert. Vor der weiteren Praparation wurden die Bulbi
maximal vier Stunden bei 4 °C in der feuchten Kammer gelagert. Es wurden nur Augen

verwendet, die keine Epitheldefekte und kein Hornhautédem aufwiesen.

3.1.2 Laborinventar

3.1.2.1 Gefale

- sterile Becherglaser, Petrischalen und Glasflaschen (mit Verschlul3)
- sterile 50 ml Plastikréhrchen

- sterile 15 ml Zentrifugenréhrchen

- Easy Flow-Sterilfilter

- 6 und 12 Well Kulturschalen

3.1.2.2 Instrumente

- 1 Schere

- 3 sterile Pinzetten

- 1 sterile gebogene Schere

- 1 steriles Skalpell

- 1 steriles Hockeymesser

- Eppendorfpipetten (1000 pl, 100 pl) mit sterilen Pipettenspitzen
- sterile Einmalpipetten ( 10 ml, 25 ml)

- 1 steriler Trepan (5,5 mm)
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3.1.2.3 Gerate

- sterile Werkbank mit Laminar Flow und Abflammgerat
- Brutschrank

- Kiihlschrank

- Gefrierschrank

- Wasserbad

- inverses Mikroskop mit Kamera
- Zentrifuge

- Autoclaviergerat

- Heil3luftsterilisator

- Stoppuhr

- Pipettierhilfe

— Neubauer - Zahlkammer

3.1.3 Medium und Ldsungen

3.1.3.1 Zusammensetzung des Kulturmediums

- 100,0 ml DMEM (GIBCO BRL, Paisley, Schottland)

- 2,5 ml HEPES mit ph 7,2 (Serva, Feinbiochemica, Heidelberg)

- 1,0 ml L-Glutamin (GIBCO BRL, Schottland)

- 1,0 ml Penicillin/ Streptomycin (Sigma, St.Louis, U.S.A.)

- 0,1 ml Gentamycin (GIBCO BRL, Paisley, Schottland)

- 10,0 oder 5,0 ml fetales Kalberserum (GIBCO BRL, Paisley, Schottland)

Die fertige L6sung wurde sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. Vor Gebrauch wurde das

Kulturmedium auf Zimmertemperatur erwarmt.

3.1.3.2 Sonstige Lésungen

- PBS - Pufferlésung
8,1 g Natriumchlorid
100 ml Phosphatpuffer ph 7,2
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900 ml Aqua dest.
sterilfiltrieren
- PBS/EDTA-L6sung
100 ml PBS - Pufferlésung
0,02 g EDTA
sterilfiltrieren
- PBS - Natriumthiosulfat - Losung
1000 ml PBS - Pufferlésung
1 g Natrium - Thiosulfat
sterilfiltrieren
- 1 % ige Trypsin/EDTA-LOsung
9 Teile sterile PBS-L6sung
1 Teil steriles Trypsin/EDTA
- Giemsa - Farbsubstratldsung
je 0,5 ml Giemsa auf 10 ml mit Aqua dest. auffiillen
- Absoluter Methanol
- Trypan - Blau - Farbsubstrat - Losung

Herstellen einer 0,5 %igen Losung mit PBS — Pufferldsung

3.2 Methoden

3.2.1 Praparation und Anlegen der Primarkultur

Die Bulbi wurden nach dem Eintreffen im Labor unter flieRendem Wasser gewaschen.

Augen mit einem sichtbaren Epitheldefekt, Einblutungen oder Hornhauttribungen

wurden nicht verwendet. Mit einer Schere wurde das anhangende Bindegewebe

entfernt. Die gesauberten Bulbi wurden fir 5 min in einer 2,5 % igen PVP- Jodlésung

desinfiziert. Zur Titration des Jods wurden die Bulbi 5 min in PBS — Natriumthiosulfat -

Pufferlosung gespilt und verweilten weitere 5 min in PBS - Pufferlésung. Zur

Praparation der Korneoskleralscheiben wurde die Sklera mit einem Skalpell im Abstand

von 2-3 mm vom Limbus inzidiert und der Schnitt mit einer gebogenen Schere zirkular

erweitert. Die Korneoskleralscheibe konnte dann mit einer Pinzette vorsichtig von der

Iris abgehoben werden. Es wurden 12 - 15 Hornhautscheiben prapariert und in PBS -
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Pufferlosung bei 4 °C gesammelt. Zur Ablésung der Endothelzellen wurde die Hornhaut
mit dem Endothel nach oben zeigend in eine sterile Petrischale gelegt. Mit einem
Hockeymesser wurden die Endothelzellen vorsichtig von der Descemet - Membran
abradiert. Die Zellen wurden in 2 ml PBS - Pufferlésung in einem 15 ml
Zentrifugenréhrchen gesammelt und 7 min mit einer Trypsin/EDTA - Lésung der
Endkonzentration 1% inkubiert. Durch das Trypsin sollen die Interzellularraume
erweitert werden. Das Zentrifugenrdhrchen wurde dann mit Kulturmedium+10% fetales
Kalberserum (FCS) aufgefillt und bei 1000 U/min und 15 °C fir 10 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abpipettiert und das Pellet in 2 ml Kulturmedium
resuspendiert. Die Aussaat der Zellen erfolgte durch gleichmafiges Verteilen der
Zellésung auf einer 6 Well-Kulturschale in je 2 ml Kulturmedium+10% FCS. Alle 2 - 3
Tage wurde das Medium gewechselt. Nach 12 - 14 Tagen war ein konfluenter Zellrasen
gewachsen. Die Kulturen wurden im Brutschrank bei 5% CO, und 37 °C gelagert. Bei
fortgeschrittener Konfluenz wurde der Serumanteil im Kulturmedium auf 5% reduziert.
Von der Aussaat bis zur Konfluenz wurden die Zellen regelmaRRig mit einem
Lichtmikroskop beurteilt. Eine genaue Beobachtung des Zellwachstums ist besonders
wichtig, da es zu einer Kontamination mit Fibroblasten kommen kann, die dann die

Kulturen Gberwuchern.

3.2.2 Passage der Primarkultur

Fur die weitere Verwendung wurden die konfluenten Zellkulturen passagiert. Dazu
wurde jedes Well der Kulturschale mit 1 ml PBS - Losung und 1 ml PBS/EDTA - Lésung
gespilt und anschlieBend mit 1fach konzentrierter Trypsin/EDTA - LOsung 7 min
inkubiert. Unterstutzt wurde der Ablésevorgang durch Schitteln und Klopfen der
Kulturschale. Die Trypsin/EDTA - Losung mit den abgeldsten Zellen wurde in einem
Zentrifugenréhrchen mit der 10 fachen Menge Kulturmedium+10% FCS gesammelt und
bei 1000 U/min und 15 °C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 1 ml Kulturmedium+5% FCS resuspendiert. Die Zellzahl/pl wurde mit der

Neubauer - Zdhlkammer bestimmit.
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3.2.3 Proliferationsassay

Fur die Experimente zur Untersuchung der Proliferation wurden die Endothelzellen der
ersten Passage zu 15.000 Zellen / Well auf 12-Well-Kulturschalen in je 1 ml
Kulturmedium+5% FCS ausgesat. Nach 6 - 8 Stunden hatten sich die vitalen Zellen am
Kulturschalenboden angeheftet. Die Experimente wurden 12 Stunden nach Aussaat der
Zellen gestartet. Das Medium wurde abgenommen und frisches Kulturmedium+5% FCS
mit Zusatz der zu untersuchenden Substanzen in den entsprechenden Konzentrationen
dazugegeben (1 ml / Well). Nach abgelaufener Inkubationszeit im Brutschrank von 3
oder 4 Tagen wurden die Experimente abgebrochen. Das Vorgehen dabei war der
Prozedur des Passagierens ahnlich. Nach Abnehmen des Mediums und Waschen mit
PBS - Pufferlosung und PBS/EDTA - Losung wurden die Kulturen mit Trypsin/EDTA -
Losung (300 ul/ Well) fur 7 min inkubiert. Dieser Vorgang wurde durch Schitteln und
Klopfen der Kulturschale unterstiitzt. Unter dem Mikroskop wurde Uberprift, ob sich alle
Zellen vom Kulturschalenboden geldst haben. Die geldsten Zellen wurden in seperaten
Zentrifugenréhrchen mit der 10 fachen Menge Kulturmedium+10% FCS gesammelt und
bei 1000 U/min und 15 °C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und
das Pellet in 100 pl Kulturmedium+5% FCS resuspendiert. Mit der Neubauer -
Zahlkammer wurden die Zellen in vier Grol3quadraten gezahlt, die Zellzahl / Well

bestimmt und der Mittelwert berechnet.

3.2.4 Wundassay

Fur die Experimente zur Untersuchung der Migration wurden die Endothelzellen der
ersten Passage mit einer Zellzahl von 25.-30.000 Zellen/ Well auf 12 Well-
Kulturschalen in je 1 ml Kulturmedium+5% FCS ausgesat. Der Durchmesser eines
Wells betragt 2,5 cm. Nach spatestens 5 Tagen waren die Zellkulturen im Brutschrank
zur Konfluenz herangewachsen und standen fir die Experimente zur Verfiigung. Mit
einem Trepan vom Durchmesser 5,5 mm wurden zirkulare, zentrale Wunden in den
Zellrasen gestanzt. Der Trepan wurde in seinem Hohlraum durch einen Gummi
ausgeflllt, der den unteren Rand um 1 - 2 mm Uberragte (siehe Abb. 3.1.). Somit

wurden beim Setzen der Wundlasion die Zellen im Wundinneren abradiert. Der initiale
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Wundrand blieb durch die Stanzmarkierung des Trepans uUber den gesamten
Versuchsablauf sichtbar.

Abb. 3.1: Trepan

Direkt nach Setzen der Wunden wurde das Medium abgenommen und die Zellkulturen
mit je 1 ml Kulturmedium+5% FCS/ Well gewaschen. AnschlieBend wurde je 1 ml
frisches Kulturmedium+5% FCS, das die zu untersuchenden Substanzen in den
entsprechenden Konzentrationen enthielt, zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden im
Brutschrank inkubiert.

Nach einer Inkubationszeit von 3 oder 4 Tagen wurden die Experimente abgebrochen.
Dafur wurden die Zellkulturen mit 1 ml PBS - Pufferlésung / Well gewaschen und mit
absolutem Methanol fixiert. Nach Abnehmen des Methanols und Zugabe von PBS -
Pufferlosung konnten die Zellkulturen bei 4 °C zwischengelagert werden.

Zur Auswertung und Photodokumentation wurden die Zellkulturen angefarbt. Die
verwendete Giemsa - Farbsubstrat - Losung muf3te 10 min einwirken und durch
mehrmaliges Spilen mit Aqua dest. ausgewaschen werden. Anschlie3end wurden die
Kulturen luftgetrocknet. Durch den rot - violetten Farbstoff Giemsa wurden die Zellkerne
und das Zellplasma angefarbt.
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Die Auswertung erfolgte mit einem Zahlraster (Abb. 3.2.) bei 160 facher VergroRerung.
Die Zellen wurden an 5 verschiedenen Stellen, ausgehend vom Wundrand gezéahlt.
Jede Stelle hatte die FlachengroRe 0,25 mm?, entsprechend 5x5 Kastchen. Der
auswertenden Person waren die Daten zu den ihr vorliegenden Experimenten
unbekannt.

Aus den Zahlenwerten der 5 ausgezahlten Areale wurde ein Mittelwert berechnet

Abb. 3.2: Zahlraster

3.2.5 Proliferations - Experimente

Alle Experimente wurden mindestens drei Mal durchgefuhrt, wobei fur jede
Konzentration einer getesteten Substanz drei Wells verwendet wurden.

3.2.5.1 Humanes Kammerwasser

Das Kammerwasser wurde bei Standard - Kataraktextraktionen im Operationssaal der
Augenklinik am Campus Virchow - Klinikum der Charité enthommen. Die Patienten
hatten keine Erkrankungen, die u.U. EinfluR auf die Zusammensetzung des

Kammerwassers nehmen und waren nicht voroperiert. Es konnten ca. 100 pl
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Kammerwasser/ Kataraktextraktion gewonnen werden. Die Proben wurden in sterilen
Eppendorf - Behaltern gesammelt und bei -20 °C gelagert. Nach spatestens 2 Monaten
wurde das Kammerwasser in den Experimenten verwendet.

Das so gewonnene humane Kammerwasser wurde in unverdinnter Form und als
10%ige Losung in Kulturmedium+5% FCS zwdlf Stunden nach Aussaat zu den
Endothelzellen gegeben. Nach weiteren 72 Stunden Inkubation wurden die Zellen vom

Kulturschalenboden abgeldst und gezahlt.

3.2.5.2 TGF-32

Der Wachstumsfaktor TGF-R2 (R&D Systeme, Wiesbaden) wurde in den
Konzentrationen 0,1, 1 und 10 ng/ml Kulturmedium+5% FCS verwendet. Die
Inkubationszeit betrug 96 Stunden. Es wurden zur Kontrolle Zellen mit frischem
Kulturmedium+5% FCS ohne Zusatz von TGF-32 inkubiert.

3.2.5.3 Ascorbinsaure

Ascorbinsaure (Sigma, U.S.A.) wurde in den Konzentrationen 50, 100 und 200 pg/ml
verwendet. Die Zellzahl/Well wurde nach den beiden Inkubationszeiten, 72 und 96
Stunden, bestimmt. Zur Kontrolle wurden die Zellzahlen von Kulturen bestimmt, bei
denen dem Medium keine Ascorbinsaure zugesetzt wurde.

In einem zuséatzlichen Versuch wurde dem Medium, welches bereits Ascorbinsdure in
der Konzentration 50 pg/ml enthielt, 12-S-HETE (Sigma, U.S.A.) in der Konzentration
0,1 uM zugesetzt.

3.2.6  Wundmodell - Experimente

Durch das Wundmodell kann die Migration kornealer Endothelzellen untersucht werden.
Die Zellzahl der Uber den Wundrand eingewachsenen Zellen stellt ein Mal3 fur die
Migrationsrate der Zellen dar. Durch das Waschen der Zellkulturen direkt nach
Wundlasion und Zusetzen der zu untersuchenden Faktoren zu frischem Kulturmedium,
kann ihr exogener Einflul3 auf die Zellen untersucht werden.

Alle  Wundmodell - Experimente wurden drei Mal durchgefuhrt und far jede

Versuchsgruppe drei Wells ausgewertet.
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3.2.6.1 Humanes Kammerwasser

Im Experiment wurde der EinfluR von unverdinntem Kammerwasser und auf 10%
Kammerwasser im Kulturmedium+5% FCS untersucht. Kontrollgruppen wurden nur mit
Kulturmedium+5% FCS inkubiert. Nach 3 Tagen Inkubationszeit wurden die Versuche

ausgewertet und photodokumentiert.

3.2.6.2 TGF-32

Der im Kammerwasser enthaltene Wachstumsfaktor TGF-32 wurde in den
Konzentrationen 0,1, 1, und 10 ng/ml Kulturmedium+5% FCS verwendet. Diese
Konzentrationen sind mit der TGF-[32 - Konzentration im Kammerwasser vergleichbar.
Als Kontrolle dienten Zellen ohne Zusatz von TGF-32 zum Kulturmedium.

Die Experimente wurden nach 3 Tagen ausgewertet und photodokumentiert.

3.2.6.3 Ascorbinsaure

Verwendet wurde L-Ascorbinsaure (Sigma, U.S.A.). Die Konzentration im
Kammerwasser betragt ca. 50-100 pg/ml. In den Experimenten wurden die
Konzentrationen 50, 100, und 200 w/ml verwendet. Dazu wurde aus dem
wasserlodslichen Vitamin eine Losung der Konzentration 100 mg/ml in Aqua dest.
hergestellt. Diese Loésung wurde dann zur Herstellung der verwendeten
Konzentrationen in Kulturmedium+5%FCS benutzt. Als Kontrolle dienten Zellen ohne
Zugabe von Ascorbinsaure zum Medium.

Nach einer Inkubationszeit von drei oder vier Tagen wurden die Experimente

abgebrochen, ausgewertet und photodokumentiert.

3.2.7 Toxizitatstests

Um eine eventuelle toxische Wirkung von TGF-32 und Ascorbinsaure auf die
Endothelzellen beurteilen zu kénnen, wurden Vitalitdtsprufungen durchgefihrt. Es
wurde eine 0,5 % ige Trypanblau - Farblésung verwendet. Nach abgelaufener
Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen. Nach Spilung mit PBS -

Pufferlosung wurde je 150 pl Trypanblau - Farblésung zu den Zellen gegeben. Nach
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einer Einwirkzeit von 1 min wurden die Zellen mit je 1 ml PBS - Pufferldsung gespiilt
und mit absolutem Methanol fixiert. Das Farbeergebnis wurde photodokumentiert.

Trypanblau ist ein Farbstoff, der zur Vitalitatsprifung in vivo und in vitro verwendet
werden kann. Er permeiert in geschadigte Zellen und farbt den Zellkern blau an.

Besonders gunstig ist die anschlie3ende Fixierbarkeit des Farbeergebnisses.

3.2.8 Statistik

Die statistische Auswertung aller Versuche erfolgte unter Zuhilfenahme des Computer -
Statistikprogrammes Jandel Scientific, Sigma Stat Version 1.0.

Es wurden zwei verschiedene Tests verwendet. Bei dem ersten handelt es sich um den
Student’s t-Test. Er vergleicht ungepaarte Stichproben, die normalverteilt sind und die
gleiche Varianz haben, auf ihre Signifikanz zueinander. Der zweite verwendete Test ist
der Whitney - Man Rank Sum Test. Er kam zum Einsatz, wenn keine Normalverteilung
und/oder Varianz der Stichproben vorlag. Ein p - Wert von < 0,01 wurde als signifikant

angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Humanes Kammerwasser

4.1.1 Proliferationsversuche

Der Einflud von unverdinntem und 10% igem humanen Kammerwasser (KW) in
Kulturmedium+5%FCS auf die Proliferation der bovinen kornealen Endothelzellen
(BCEC) ist in Abbildung 4.1. dargestellt. Angegeben ist die Zellzahl/Well in Prozent. Die
Inkubationszeit betrug 72 Stunden und die Versuche wurden direkt nach den 72
Stunden abgebrochen. Es wurden zwei Versuchsansatze mit je drei Wells pro
Untersuchungsgruppe (Kontrolle, KW 100% und KW 10 %) durchgefiihrt. Es ergab sich
eine signifikante Inhibierung der Proliferationsrate der Zellen (p<0,005). Fur
unverdinntes Kammerwasser betrug die Hemmung nahezu 100 %, fur 10%iges

Kammerwasser in Kulturmedium 30 % im Vergleich zur Kontrolle.

EinflulR von humanem Kammerwasser auf die Proliferation von BCEC
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©
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10% -

0% | _—{
Kontrolle Kammerwasser 10 % Kammerwasser 100 %
Inkubation 72 h
Abb. 4.1
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4.1.2 Wundmodellversuche

Die in den Wundversuchen untersuchte Migration der BCEC, sowie der Einflu von
unverdinntem humanen Kammerwasser und 10%igem Kammerwasser in
Kulturmedium ist in Abbildung 4.2. dargestellt. Die Ergebnisse sind als Zellzahl in
Prozent / 0,25 mm? auf der Ordinate aufgetragen.

Auch auf die Migration der BCEC hatte humanes Kammerwasser einen hemmenden
EinfluR. Dabei lag auch hier die Migrationsrate der Zellkulturen unter Einflul3 von
10%igem Kammerwasser in Kulturmedium bei 70% der Kontrollzellkulturen (p<0,0001).
Unverdinntes humanes Kammerwasser hatte einen stark inhibierenden Einfluf3 auf die
Migration. Die Migrationsrate betrug 15% der Kontrolle (p<0,0001). Die Ergebnisse
wurden photodokumentiert und sind mit je einem Ausschnitt in Abb. 4.3. - 4.5.

dargestellt.

Migrationsverhalten von BCEC unter EinfluB von humanem Kammerwasser
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Kontrolle Kammerwasser 10% Kammerwasser 100%
Inkubationszeit 72 Stunden
Abb. 4.2:
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4.2 Transforming Growth Factor Beta 2 (TGF-[3 2)

421 Proliferationsversuche

TGF-B2 wurde in drei verschiedenen Konzentrationen: 0,1, 1 und 10 ng/ml
Kulturmedium +5% FCS zu den Zellen gegeben. Die Auswirkungen auf die
Proliferationsrate nach vier Tagen sind in Abbildung 4.6. dargestellt. Die Versuche
wurden drei Mal durchgefuhrt, bei jeweils drei Ansatzen/ Konzentration.

Fiur alle drei Konzentrationen von TGF-[32 ist eine Stimulation der Poliferationsrate
nachweisbar, die héchste Stimulationsrate wurde bei den TGF-32 - Konzentrationen 0,1
und 1 ng/ml Medium gemessen. Die Werte sind im Vergleich zur Kontrolle fur alle drei
Konzentrationen signifikant (p<0,001). In einem vierten Versuchsansatz wurden die
Zellkulturen fixiert und gefarbt. Die Photodokumentation ist in Abb. 4.7. - 4.10.

dargestellt.
Proliferationsverhalten von BCEC unter EinflulR von TGF-R2
300%
250%
1=
[0}
N
© 200%
o
£
< 150%
2
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o
N
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Kontrolle TGF-R2 0,1ng/ml TGF-32 1ng/ml TGF-R2 10ng/ml
Inkubation 96 Stunden
Abb. 4.6:
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Abb. 4.7: Kontrolle

Abb. 4.8: TGF-R32 0,1 ng / ml
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Abb. 4.10: TGF-32 10 ng / ml
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4.2.2 Wundmodellversuche

Fur die Untersuchung der Migration wurde TGF-32 ebenfalls in den Konzentrationen
0,1, 1 und 10 ng/ ml Kulturmedium+5% FCS zu den Zellkulturen gegeben. Im
Gegensatz zur Proliferation ergab sich eine signifikante Inhibierung der Migration bei
allen TGF-32- Konzentrationen (p<0,01), wie in Abbildung 4.11. dargestellt. Bei diesen
Versuchen wurden die Zellen 72 h inkubiert. Die Migrationshemmung betrug jeweils ca.
50% im Vergleich zur Kontrolle. Als Kontrolle dienten Zellkulturen, die nur mit
Kulturmedium+5%FCS versorgt wurden. Je ein Ausschnitt der Wundregion der
Zellkulturen, die zu den in Abbildung 4.11. dargestellten Ergebnissen fihrten, ist in den
Abb. 4.12. - 4.15. dargestellt.

Migrationsverhalten von BCEC unter EinlulR von TGF32
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Kontrolle TGFR2 0,1 ng/ml TGFR2 1 ng/ml TGFR2 10 ng/ml

Inkubationszeit 72 h

Abb. 4.11:
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Abb. 4.12: Kontrolle

Abb. 4.13: TGF-32 0,1 ng / ml
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Abb. 4.14: TGF-R2 1 ng / ml

Abb. 4.15: TGF-R82 10 ng / ml
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4.2.3 Toxizitatstests
Bei Abbruch der Proliferations- und Migrationsversuche wurde Trypanblau zu den

Zellkulturen gegeben. Nach Abspllen des Farbstoffes wurden die Kulturen mit reinem
Ethanol fixiert. Die Ergebnisse der Toxizitatstestung wurden photodokumentiert und
zwei Beispiele sind in Abb. 4.16. und 4.17. dargestellt. Die Zellkerne und das
Zytoplasma sind nicht blau gefarbt. Das bedeutet, dal TGF-32 weder in den
Proliferations - noch in den Migrationsversuchen eine toxische Wirkung auf die bovinen

kornealen Endothelzellen hatte.

Abb. 4.16: Proliferation TGF-32 0,1 ng / ml

Abb. 4.17: Abb. 4.17. Migration TGF-32 10 ng / ml
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4.3 Ascorbinsaure

4.3.1 Proliferationsversuche

Um den Einfluld auf die Proliferation der BCEC zu untersuchen, wurde L-Ascorbinsaure
in drei verschiedenen Konzentrationen, und zwar 50, 100 und 200 pg/ml Kulturmedium,
zu den Zellkulturen gegeben. Die verwendeten Inkubationszeiten betrugen 72 Stunden
und 96 Stunden. Es wurden 3 Versuche durchgefihrt. Als Kontrolle dienten jeweils
Zellkulturen, die 12 Stunden nach der Aussaat der Zellen mit frischem
Kulturmedium+5%FCS ohne weitere Zuséatze versorgt wurden. Die Ergebnisse der
Versuche sind in Abbildung 4.18. dargestellt. Es ergab sich eine signifikante Inhibierung
bei allen Konzentrationen und beiden Inkubationszeiten (p<0,004). Die Inhibierung ist
bei 200ug Ascorbinsédure/ml Medium am starksten ausgepréagt und betragt ca. 90 - 95%
im Vergleich zur Kontrolle. Dies trifft flir beide Inkubationszeiten zu. Wenn
Ascorbinsaure in den Konzentrationen 50 und 100ug/ml im Medium vorhanden war, lag
die Proliferationsrate nach 72 Stunden bei ca. 50%, sowie nach 96 Stunden bei ca. 70 -
80% im Vergleich zur Kontrolle. Fur die Photodokumentation wurde ein vierter Versuch
durchgefiihrt, wobei die Zellen nach abgelaufener Inkubationszeit mit absolutem
Methanol fixiert und mit Giemsa geféarbt wurden (Abb. 4.19. - 4.26.).

Proliferationsverhalten von BCEC unter Einflul von Ascorbinsaure
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M Kontrolle
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NAS 100 pg/mi

20% 1 \ \ BAS 200 pg/ml
0% A - -

72h 96 h

Inkubationszeit

40% A

Zellzahl/Well in Prozent

Abb. 4.18:
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Abb. 4.19: Kontrolle. ..

Abb. 4.20: AS 50ug / ml

Inkubation 72 h

Inkubation 72 h



Abb. 4.21: AS 100 pg / ml

Abb. 4.22: AS 200 pg / ml

Inkubation 72 h

Inkubation 72 h



Abb. 4.23: Kontrolle . . ..

Abb. 4.24: AS 50 pg / ml

Inkubation 96 h

Inkubation 96 h



Abb. 4.25: AS 100 pg / ml

Abb. 4.26: AS 200 pg / ml

Inkubation 96 h

Inkubation 96 h
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4.3.2 Wundmodellversuche

Auch fur die Untersuchung der Migration wurde Ascorbinsdure in den Konzentrationen
50, 100 und 200 pg/mi
Wundlasionen zu den Zellkulturen gegeben. Als Kontrolle dienten Zellkulturen, die
nach dem Spulen der Wundlasionen mit frischem Kulturmedium ohne Zusatz von
Ascorbinsaure versorgt wurden. Es wurden drei Versuchsansatze durchgefihrt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 4.27. dargestellt. Es zeigte sich, im Gegensatz zur
Proliferation, eine signifikante Stimulation bei allen drei Konzentrationen (p<0,0001). Sie
war nach einer Inkubationszeit von 96 Stunden ausgepragter als nach 72 Stunden

Inkubation. Die Ergebnisse aus Abbildung 4.27. sind mit je einem Ausschnitt in Abb.

4.28. - 4.35. dargestellt.

Kulturmedium verwendet und nach dem Spilen der

Migrationsverhalten von BCEC unter Einflu3 von Ascorbinsaure
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< |
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Inkubationszeit
Abb. 4.27
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4.3.3 Toxizitatstests

Auch bei den Proliferations- und Migrationsversuchen mit Ascorbinsdure wurden
Vitalitatsprafungen durchgefihrt. Trypanblau wurde nach Abbruch der Versuche zu den
Zellkulturen gegeben. Nach einer Einwirkzeit von 1 min wurde der Farbstoff abgespiilt
und die Zellkulturen mit Ethanol fixiert. Ascorbinsdure hat in den verwendeten
Konzentrationen keine toxische Wirkung auf die Proliferation und Migration der bovinen
kornealen Endothelzellen. Die Zellkerne und das Zytoplasma sind nicht blau angefarbt.
Einige Beispiele der Photodokumentation sind in Abb. 4.36. - 4.40. dargestellt.

Abb. 4.36: Migration Kontrolle. .. .. Inkubation 96 h

Abb. 4.37: Migration AS200ug/mi .. ... Inkubation 96 h
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Abb. 4.38: Proliferation Kontrolle . . ... Inkubation 72 h

Abb. 4.39: Proliferation AS 100 pug /ml ... .. Inkubation 96 h

Abb. 4.40: Proliferation AS200pug /ml ... .. Inkubation 72 h



4.3.4 Beeinflussung der Wirkung von Ascorbinsaure auf die Proliferation
von BCECdurch 12-S-HETE

Bei diesem Versuch wurde 12-S-HETE in der Konzentration 0,1 pM zum Medium
gegeben, das Ascorbinsdure in der Konzentration 50 pg/ml enthielt. Als Kontrolle
dienten Zellkulturen, die mit Medium inkubiert wurden, das weder Ascorbinsaure noch
12-S-HETE enthielt. Die Inkubationszeit betrug 96 Stunden. Das Medium wurde nach
der Halfte der Inkubationszeit erneuert, da 12-S-HETE eine sehr geringe Halbwertzeit
besitzt.

Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abbildung 4.41. dargestellt. Die Hemmung
durch Ascorbinsdure konnte durch 12-S-HETE in der Konzentration 0,1 puM partiell
aufgehoben werden (Hemmung durch Ascorbinsaure: ca. 70%, Verminderung der
Hemmung durch 12-S-HETE 0,1 uM auf ca. 50%).

Es wurde ein Versuchsansatz mit je 5 Wells/Konzentration durchgefiihrt. Es ergab sich
eine Signifikanz der 12-S-HETE-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle sowie im

Vergleich zur alleinigen Ascorbinséure - Zugabe (p<0,006).

Proliferation von BCEC unter EinfluR von Ascorbinséure und 12-S-
HETE
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5 Diskussion

5.1 Humanes Kammerwasser

Sowohl die Proliferation als auch die Migration boviner kornealer Endothelzellen in
Zellkultur wurde unter EinfluB von humanem Kammerwasser gehemmt. Die
Experimente wurden mit unverdinntem und 10%igem humanem Kammerwasser
durchgefiihrt. Es ergab sich eine nahezu vollstandige Hemmung von Proliferation und
Migration unter Einwirkung von unverdinntem Kammerwasser. Die Proliferations - und
Migrationsrate betrug 70% der Kontrollzellkulturen, wenn dem Medium 10%
Kammerwasser zugesetzt wurde.

In dieser Studie wurde primares (normales) Kammerwasser verwendet, das wéahrend
Routine - Kataraktextraktionen entnommen wurde. Postoperativ, sowie durch
verschiedene Erkrankungen, kann sich die Zusammensetzung des Kammerwassers
verandern (sekundéres Kammerwasser). So kann es zu einem erhdhten Gehalt an
Serum - Makromolekilen (Weinsieder et al. 1975), Insulin (Coulter et al. 1980) und
Prostaglandinen (Eakins et al. 1972) kommen. Es ist bekannt, dal} diese Molekiile die
Zellteilung beeinflussen (Barnes und Sato 1980).

Die Wirkung von Kammerwasser auf die Proliferation okularer Zellen wurde schon
vielfach untersucht, wohingegen in dieser Studie erstmalig am Wundmodell der
hemmende Einflu3 von Kammerwasser auf die Migration gezeigt wurde.

Primares Kammerwasser hat einen hemmenden Einfluld auf die Proliferation von
Thymozyten (Granstein et al. 1990) und Lymphozyten (Kaiser et al. 1989), stimuliert
jedoch die Proliferation von Fibroblasten (Burke et al. 1982/83).

Bei Verwendung von sekunddrem Kammerwasser des Kaninchens konnte eine
fordernde Wirkung auf die Proliferation von Kaninchen - Linsenepithelzellen (Reddan et
al. 1979) und bovinen kornealen Endothelzellen (Ledbetter et al. 1983) beobachtet
werden.

Die Ergebnisse dieser publizierten Studien sind schwierig zu vergleichen, da die
Versuchsbedingungen stark variieren (Konzentrationen, primares oder sekundares

Kammerwasser, unterschiedliche Spezies). Weiterhin wurden zum Teil qualitative
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Beobachtungen der Kulturmorphologie zur Beurteilung des Wachstums benutzt. In
anderen Studien dient die Zellzahl als Maf3 fur die Proliferationsrate.

Welche Faktoren im primaren oder sekundaren Kammerwasser fur eine Stimulation
oder Inhibierung des Wachstums kornealer Endothelzellen verantwortlich sind, ist nach

wie vor unbekannt.

5.2  Der Transforming Growth Factor Beta 2 (TGF-132)

Die Untersuchung des Einflusses von TGF-R2 auf die Proliferation und Migration
boviner kornealer Endothelzellen in Zellkultur ergab einen gegensatzlichen Effekt. Die
Proliferation wurde dabei bis auf den dreifachen Wert der Kontrollzellkulturen stimuliert,
wohingegen die Migration sowohl bei der physiologischen Konzentration (1-3 ng/ml) als

auch bei Konzentrationen von 0,1 und 10 ng/ml zu 50% inhibiert wurde.

Die biologischen Wirkungen der TGF-RBs sind sehr vielfaltig und reichen von der
Regulation der Proliferation, Differenzierung, Adhasion und Migration von Zellen Uber
eine Stimulation von extrazellularer Matrix - Sezernierung bis zu einer Modulation vieler
Entztindungs - und Immunprozesse. TGF-3 spielt in vivo eine wichtige Rolle bei der
Gewebserneuerung, Wundheilung und der Morphogenese wahrend der
embryologischen Entwicklung (Roberts und Sporn 1990).

Die Wirkungen von TGF-3 auf das Zellwachstum wurden bereits vielfach untersucht,
wobei sich sowohl inhibierende als auch stimulierende Effekte gezeigt haben. Es wird
angenommen, dald TGF-3 seine inhibitorische Wirkung dadurch entfaltet, daf3 es die
Zellen in der Gi-Phase des Zellzyklus verharren a3t und damit den Eintritt in die S -
Phase verzogert (Studie an vaskularen Endothelzellen, Heimark et al. 1986).

Der EinfluR von TGF-R2 auf die Proliferation wurde schon an zwei verschiedenen
okuléren Zellarten studiert, wobei sich ein gegensatzlicher Effekt zeigte. So wurde die
Proliferation boviner kultivierter Linsenepithelzellen durch TGF-R2 signifikant inhibiert
(Kurosaka und Nagamoto 1994). In derselben Studie wurde der stimulierende Effekt
von 10% humanem Kammerwasser im Medium durch Zugabe eines anti-TGF-R2
Antikorpers aufgehoben. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dafl3 der im

Kammerwasser enthaltene TGF-32 die Proliferation von Linsenepithelzellen in vitro
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hemmt. Einen zu diesen Ergebnissen gegensatzlichen Effekt hat TGF-R2 auf die
Proliferation von kornealen Stromafibroblasten (Kay et al. 1997). In dieser Studie wurde
der EinfluR von TGF-3 1, 2 und 3 untersucht und eine signifikante Stimulierung der
Proliferation durch alle drei Isoformen gezeigt. Es liegen keine Studien zum Einflul3 von
TGF-32 auf korneale Endothelzellen vor. Rieck et al. konnten keine signifikante
Stimulation der Proliferation humaner kornealer Endothelzellen in Zellkultur durch TGF-
31 nachweisen (Rieck et al. 1995).

Nach meinem Wissensstand wurde der Einflul3 von TGF-32 auf die Migration okularer
Zellen bisher nicht untersucht. In einer Studie von Sankar et al. wird ein hemmender
Effekt von TGF-R2 auf die Migration boviner Aortenendothelzellen beschrieben (Sankar
et al. 1995).

Studien an den genetisch besser zuganglichen Spezies Drosophila und
Caenorhabitides elegans haben das Verstandnis dariiber, wie die Signaltransduktion
von Serin/Threonin-Kinase-Rezeptoren (z.B. TGF-B-Rezeptor | und 1) zum Kern
ablauft, entscheidend verbessert. In Drosophila wurden TGF-B-ahnliche Proteine,
genannt Mad (mothers against dpp), identifiziert (Sekelsky et al. 1995) und in
Caenorhabitides elegans, Mad - Homologe, die Sma2, Sma3 und Sma4 genannt
wurden (Savage et al. 1996). In Xenopus, Maus und Mensch wurden bis zu neun
Homologe zu Mad und Sma gefunden, die intrazellulare Komponenten in der
Signaltransduktion der TGF-3s darstellen. Sie werden SMADs genannt (Derynck et al.
1996).

Eine Studie mit radiomarkiertem TGF-R1 von Yamashita et al. 1@t darauf schliel3en,
daR der bei Bindung von TGF-B an den TGF-R-Rezeptor Il (TRRII) ausgebildete
Rezeptorkomplex ein Heterotetramer darstellt, welcher aus zwei TGF-3-Rezeptor |
(TBRI) und zwei TRRII-Molekiilen besteht (Yamashita et al. 1994). TRBR | und Il sind
strukturell &hnlich. Sie besitzen eine kleine cysteinreiche extrazellulare Region und
einen intrazellularen Teil, der hauptséachlich aus der Kinasedoméane besteht. Der TRR I,
aber nicht der TRR II, hat eine Region, die reich an Glycin- und Serinresten (GS-
Doméne) in der juxtamembrandren Domane ist (Heldin et al. 1997). An dieser GS-
Doméane wird TBR | von TRRII durch Phosphorilierung aktiviert (Wrana et al. 1994;
Souchelnytskyi et al. 1996). Durch den aktivierten Rezeptorkomplex werden die

intrazellularen Smad 2 und 3 Proteine ebenfalls phosphoriliert und bilden anschlieRend
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einen Komplex mit Smad 4 (Nakao et al. 1997). Dieser Komplex wandert vom
Zytoplasma in den Zellkern und bildet dort mit intranuklearen Faktoren einen Komplex,
der daraufhin eine Gentranskription initiiert (Heldin et al. 1997, Abb. 5.1.). Die
geschilderten Vorgédnge wurden an nichtokuléaren Zellen studiert.

Vor kurzer Zeit wurde entdeckt, da® SMAD 6 und SMAD 7 als Inhibitoren der
intrazellularen Signaltransduktion wirken. Sowohl durch TGF- als auch durch andere
Stimuli wird die Transkription inhibierender SMAD-mRNA induziert (Nakao et al. 1997).
Moglicherweise agieren inhibitorische SMADs als autoregulatorische negativ-Feedback-
Signale in der Signaltransduktion der TGF-3s (Heldin et al. 1997).

(TeF-s ) rors)

TRRII TERI

Q

TRRIII

[Smad - Komplexj

Zytoplasma

[Smad - Komplexj

Gen-
transkription

Abb. 5.1. Signaltransduktion durch TGF-3 (modifiziert aus Usui et al. 1998)

Joyce und Zieske konnten nachweisen, dal3 humane korneale Endothelzellen die drei
TGF-3-Rezeptoren I, Il und 1l besitzen (Joyce und Zieske 1997). Nach einer Studie von
Usui et al. fehlt kultivierten bovinen kornealen Endothelzellen der Rezeptor Typ Il (Usui
et al. 1998). Aufgrund dieser Tatsache bleibt unklar, durch welche Mechanismen die in

der vorliegenden Arbeit durch TGF-32 ausgelosten Wirkungen auf die BCEC zustande
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kommen. Eine erklarende Hypothese wére, dal3 die Bindungsaffinitdt von TGF-R2 an

den Rezeptor Typ Il fur die Signaltransduktion ausreichend ist.

Jampel et al. und Tripathi et al. haben mit voneinander verschiedenen Methoden die
Konzentration von TGF-32 in humanem Kammerwasser bestimmt. Das Kammerwasser
wurde dabei in beiden Studien von Patienten entnommen, bei denen eine Routine -
Kataraktoperation durchgefiuihrt wurde. Bei Jampel et al. betragt die TGF-[32-
Konzentration ca. 3 ng/ml und TGF-R2 liegt zu ca. 60 % in der aktiven Form vor
(Jampel et al. 1993). Die von Tripathi et al. gemessenen TGF-R32-Konzentrationen
betragen ca. 1,5 ng/ml und ca. 12 % liegen in der aktiven Form vor (Tripathi et al.
1994). Im Plasma ist TGF-R2 nicht nachweisbar (Cheifetz et al. 1987). Somit kann
ausgeschlossen werden, daf3 der hohe TGF-32 - Gehalt durch Diffusion aus dem
Plasma zustande kommt. Vielmehr konnte in zahlreichen okuldren Geweben die
Fahigkeit zur Sekretion von TGF-32 nachgewiesen werden. Dazu zahlen u.a. die Linse
(Allen et al. 1998), die Iris (Knisely et al. 1991) und das Ziliarkdrperepithel (Heibig et al.
1991; Pasquale et al. 1993). Sie sezernieren TGF-R2 in der inaktiven oder latenten
Form, in der zwei zusétzliche Polypeptidketten nichtkovalent mit dem dimerischen
Molekil verbunden sind (Wakefield et al. 1988). Der physiologische Mechanismus der
Aktivierung von latentem TGF-R3 ist nicht bekannt. In in vitro - Studien konnte gezeigt
werden, dal} Serinproteasen wie z.B. Plasmin oder Kathepsin D latenten TGF-I3

aktivieren kénnen (Lyons et al. 1988).

Bei vielen Erkrankungen des Auges wurde ein erhohter TGF-R2 - Gehalt im
Kammerwasser gefunden. Dies zeigte sich bei entzindlichen Prozessen, wie einer
experimentell induzierten Uveitis (Rocha et al. 1993), oder einer endotoxininduzierten
okuléren Entziindung (Allen et al. 1996). Desweiteren konnte ein signifikant erhéhter
Kammerwassergehalt an TGF-R2 in Glaukom - und Kataraktaugen nachgewiesen
werden (Tripathi et al. 1994, Allen et al. 1998). Welche Rolle TGF-32 bei diesen
Erkrankungen spielt, ist unklar.

Die gegensatzlichen Wirkungen von TGF-32 in der vorliegenden Arbeit verdeutlichen

die Multifunktionalitat dieses Wachstumsfaktors.

59



5.3 Ascorbinsaure

Bei der Beeinflussung der Proliferation und Migration boviner kornealer Endothelzellen
in Zellkultur durch Ascorbinsaure wurde ebenfalls ein gegensatzlicher Effekt festgestellt.
Das bedeutet, dal3 die Proliferation durch Ascorbinsdure gehemmt wurde, wohingegen

Ascorbinsaure auf die Migration der Endothelzellen einen stimulierenden Einflu® hatte.

In einer Studie von Bode et al. wurde untersucht, welche Form des Vitamin C bevorzugt
von kornealen Endothelzellen an ihrer Rickseite aufgenommen wird. Man kam zu dem
Ergebnis, dal3 die oxidierte Form, also Dehydroascorbinsdure das bevorzugte Substrat
fur die Aufnahme in die kornealen Endothelzellen ist. Diese Untersuchungen wurden an
bovinen kornealen Endothelzellen durchgeftihrt (Bode et al. 1991).

Es ist bewiesen, dal} Zellen, die Substrate nicht durch einen aktiven Transport
konzentrieren, Dehydroascorbinsaure bevorzugen, wohingegen Gewebe, die Substrate
durch einen Na' - abh&ngigen Transport konzentrieren, Ascorbinsaure bevorzugt
aufnehmen (Rose 1988, Socci und Delamere 1988). Zu den erstgenannten zahlen
Leukozyten und Erythrozyten (Bigley et al. 1983), zu den letztgenannten lleum (Mellors
et al. 1977), Niere (Rose 1989) und Retina (Heath und Fiddick 1966). Es konnte
weiterhin gezeigt werden, dafl3 die von den kornealen Endothelzellen aufgenommene
Dehydroascorbinsaure intrazellular zu Ascorbinsaure reduziert wird (Bode et al. 1991).
Dies laRt vermuten, dalR das so entstandene Regenerationssystem der
Dehydroascorbinsaure als Schutz vor derselben aufzufassen ist, da sie einen
nachweislich toxischen Effekt hat, der stdrker ausgepragt ist als bei der reduzierten
Form des Vitamin C (Rose et al. 1992, Bianchi et al. 1986).

Die Konzentration von Ascorbinsaure in humanem Kammerwasser liegt um ein
Vielfaches (ca. 20 - fach) hoéher als die Plasmakonzentration (Miller und Buschke 1934,
Bernadinis et al. 1965). Ahnlich hohe Ascorbinsaurekonzentrationen des
Kammerwassers wurden auch bei anderen Spezies gefunden, die Uberwiegend am
Tage wach sind, z.B. Rind und Kaninchen. Bei nachtaktiven Spezies, wie z.B. Ratte,
Katze oder Eule ergaben sich bei der Untersuchung der Ascorbinsaure im
Kammerwasser Konzentrationen in der GroRenordnung der Plasmakonzentration
(Ringvold 1980). Es liegt also nahe, dal3 eine hohe Ascorbinsaurekonzentration im

Kammerwasser etwas mit dem einfallenden Licht zu tun hat (s.u.).
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Wie kommt es nun zu dieser hohen Konzentrierung? Der Ort der
Kammerwassersekretion ist das Ziliarkdrperepithel mit dem pigmentierten Epithel auf
der Stromaseite und dem nichtpigmentierten Epithel auf der Kammerwasserseite
(Zadunaisky 1978). Helbig et al. untersuchten, Uber welche Mechanismen Vitamin C
vom Ziliarkérperepithel transportiert wird und fanden 2zwei verschiedene
Transportsysteme fur die intrazellulare Akkumulation der Ascorbinsdure. Zum einen
existiert ein Natrium - abhangiger Ascorbinsaure - Transport, der eine Stochiometrie
von 2 Na“ zu 1 AS (Ascorbinsiure) besitzt und zum anderen ein Natrium -
unabhangiger Transport von Dehydroascorbinsaure mit intrazellularer
Dehydroascorbinsaure - Reduktase. Anschlieend kann die intrazellular akkumulierte
Ascorbinsaure ohne Energieverbrauch entlang des elektrochemischen Gradienten oder
durch Kopplung an andere lonen vom Ziliarkdrperepithel ins Kammerwasser gelangen
(Abb. 5.2. und 5.3.). Diese Ergebnisse basieren auf Untersuchungen an bovinen

Ziliarkorperepithelzellen (Helbig et al. 1990).

basolateral apical apical basolateral
“o ‘1

R A

Blut,
Stroma

Kammer-

Abb. 5.2: Ziliarkdrperepithel mit pigmentierter (PE) und nichtpigmentierter (NPE) Epithelschicht
(aus Helbig et al. 1990)

AS
/V
AS e KLy ™ AS
|
1| DHA-
: Reduktase
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Abb. 5.3: Modell fur die intrazellulare Akkumulation von Ascorbinsaure (AS) in PE-Zellen
(aus Helbig et al. 1990)
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Zahlreiche Studien haben gezeigt, dal3 Ascorbinsdure einen hemmenden Einflu3 auf
die Zellproliferation nimmt. So konnte die antiproliferative bzw. zytotoxische Wirkung
von Ascorbinsdure auf Linsenepithelzellen  (Wunderlich et al. 1992),
Hornhautepithelzellen (Knorr et al. 1996), Fibroblasten (Jampel 1990) sowie Ehrlich -
Aszites - Tumorzellen (Benade et al. 1964) nachgewiesen werden. Die zytotoxische
Wirkung von Ascorbinséaure ist zelldichteabhangig. Dies konnte fir Linsenepithelzellen
und Fibroblasten nachgewiesen werden (Jampel 1990, Wunderlich et al. 1992) und
zeigt, daR Zellen, die im Zellverband vorliegen, eine hdhere Toleranz gegentber
Ascorbinsaure aufweisen. In den durchgefiihrten Experimenten zur Untersuchung der
Migration liegt ein konfluenter Zellrasen vor, in den eine kreisrunde ,Wunde* gesetzt
wurde. Die im Wundinneren abgettteten Zellen wurden vor der Inkubation mit
Ascorbinsaure griundlich abgespult, so dal3 nur Zellen im geschlossenen Zellverband
der Ascorbinsaure ausgesetzt waren.

Ich méchte etwas naher auf die bereits vorliegenden Ergebnisse zur Wirkung von
Ascorbinsaure auf korneale Endothelzellen anderer Tierspezies und auch auf bovine
korneale Endothelzellen eingehen. Die Arbeitsgruppe Yue et al. konnte einen
schadigenden EinfluB von Ascorbinsaure auf das Wachstum von kornealen
Kaninchenendothelzellen in Zellkultur beschreiben (Yue et al. 1980). Dabei wurden die
gewonnenen Endothelzellen mit Medium inkubiert, das Ascorbinsdure in einer
Konzentration von 75 pug/ml enthielt. Die Ergebnisse zeigten, dal’ die mit Ascorbinsaure
inkubierten Kulturen einen langeren Zeitraum benétigten, um konfluent zu wachsen und
bei Konfluenz eine geringere Zellzahl aufwiesen, als die der Kontrollzellkulturen. Es wird
von einem zytotoxischen Effekt gesprochen, der jedoch nicht belegt ist. In unseren
Versuchen wurden Vitalitatsprifungen durchgefihrt, die belegen, da? Ascorbinsaure in
den untersuchten Konzentrationen keinen toxischen EinfluR auf kultivierte bovine
korneale Endothelzellen hat, sondern das eine direkte Hemmung der Zellproliferation
erfolgt.

Es liegen Studien vor, die einen férdernden Effekt von Ascorbinséure auf die Zellteilung
pflanzlicher Zellen beschrieben. Dabei wurden Zellinien der Wurzeln von Allium cepa
und Vicia faba benutzt (Liso et al. 1984). Ein stimulierender Einflu von Ascorbinséure
auf tierische Zellen wurde bisher nicht gezeigt.

Der Einflu3 von Ascorbinsaure speziell auf die Migration wurde bisher weder fur okulére

Zellen noch fir andere Zellinien untersucht. Aus den Ergebnissen dieser Arbeit, die
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einen fordernden Einflul von Ascorbinsaure auf die Migration der BCEC zeigen, laft

sich aber schluf3folgern, daR tatsachlich keine Zytotoxizitat der Ascorbinsaure vorliegt.

Der hohe Gehalt des Kammerwassers an der ,Gesamt“-Ascorbinsaure kann am besten
durch ihre biochemischen Funktionen, die sie am Auge Ubernimmt, erklart werden. So
ist sie wahrscheinlich ein Schutzmechanismus fur intraokulare Gewebe vor
lichtinduzierten Schaden, da sie eine der wichtigsten UV-Licht absorbierenden
Komponenten des Kammerwassers ist und auRerdem als Redoxsystem lichtinduzierte
Radikale unschadlich machen kann. Ascorbinsaure reagiert mit den durch Strahlung
entstehenden Superoxidanionen und Hydroxylradikalen.

Desweiteren wurde die Vermutung aufgestellt, dal das Kammerwasser als ein UV-Filter
zum Schutz der hinter ihm liegenden Strukturen dient. Es konnte nachgewiesen
werden, dalR die im Kammerwasser vorhandene Ascorbinsaure die Absorption und die
Wellenlange der Strahlung herabsetzt (Ringvold 1996; Ringvold 1980; Reiss et al.
1986). Nachweislich reduziert der hohe Ascorbinsauregehalt im Kammerwasser die
durch UV- A und UV- B induzierten DNA - Schaden des Linsenepithels (Lin et al. 1994).
Auch fir den Schutz vor den innerhalb der Atmungskette und bei der Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser entstehenden Radikalen sowie vor H,O,, das bei metabolischen
Reaktionen entsteht, scheint der hohe Ascorbinsauregehalt eine entscheidende Rolle
zu spielen (Rose et al. 1998).

Nachdem in der vorliegenden Arbeit der hemmende Einflu? von Ascorbinséaure auf die
Proliferation der BCEC nachgewiesen wurde, folgte die Durchfiihrung von Versuchen
mit 12-S-HETE. Dabei konnte die hemmende Wirkung von Ascorbinsdure bei einer
Konzentration von 50ug/ml durch Zugabe von 12-S-HETE in der Konzentration 0,1 uM
partiell wieder aufgehoben werden. Diese interessante Beobachtung zeigt den
weitreichenden Einflud von Ascorbinsaure auch auf den Lipoxygenaseweg des
Arachidonsduremetabolismus und korreliert mit den Beobachtungen von Willams et al.,
Chan et al. und Gupta et al.. Ascorbinsdaure hemmt die Bildung von 12-S-HETE durch
korneale Zellen (Willams et al 1986). 12-S-HETE begunstigt die Proliferation
epidermaler Zellen (Chan et al. 1985). Eine Hemmung der Lipoxygenase, welche die
Entstehung von 12-S-HETE bewirkt, hat eine Verzégerung der Wundheilung kornealer

Rattenepithelzellen zur Folge (Gupta et al. 1992).
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Zusammenfassend soll diese Arbeit zur Aufklarung beitragen, welche Rolle das
Kammerwasser selbst, sowie Faktoren, die in hoher Konzentration im Kammerwasser
vorhanden sind, im Wundheilungsprozess kornealer Endothelzellen spielen.

Die durchgefihrten Experimente beziehen sich ausschlie3lich auf bovine korneale
Endothelzellen in Zellkultur. Es bleibt zu untersuchen, ob diese Ergebnisse auch fiur

humane korneale Endothelzellen gelten.



6 Zusammenfassung

Korneale Endothelzellen sind in vivo stéandig in Kontakt mit Kammerwasser, welches die

Kornearuckflache umspult. Der Wachstumsfaktor Transforming Growth Factor-32 (TGF-

32) und Ascorbinsdure sind in hoher Konzentration im Kammerwasser enthalten. Der

Einflu von humanem Kammerwasser selbst, sowie von TGF-32 und Ascorbinsaure,

auf die Proliferation und Migration boviner kornealer Endothelzellen wurde in vitro

untersucht.

Bovine korneale Endothelzellen wurden geziichtet und die Zellen der ersten Passage

fur die Experimente verwendet. Zur Untersuchung der Proliferation und Migration

kamen zwei verschiedene Methoden zur Anwendung:

1. Proliferationsassay: 12 Stunden nach Aussaat einer definierten Zellzahl wurden
verschiedene Konzentrationen der zu untersuchenden Substanzen (Kammerwasser,
TGF-32 und Ascorbinsdure) zu den Zellen gegeben und 3 bzw. 4 Tage inkubiert. Die
Auswertung erfolgte durch Auszéhlung der Zellen.

2. Migrationsassay: In einen konfluenten Zellrasen wurde mit einem modifizierten
Trepan (5,5 mm) eine ,Wunde“ gesetzt. So entstand eine zirkulare, zellfreie
Wundflache. Der Wundrand blieb tGber die gesamte Dauer des Versuches sichtbar.
Anschliel3end wurden die Zellkulturen gewaschen und Kammerwasser, TGF-[32 oder
Ascorbinsaure appliziert. Die Inkubationszeit betrug 3 bzw. 4 Tage. Nach Fixierung
und Anfarbung der Zellkulturen erfolgte die Auswertung durch Auszahlung der tber
den Wundrand migrierten Zellen.

Erganzend wurden Vitalitdtsprifungen durchgefihrt und die  Ergebnisse

photodokumentiert.

Ergebnisse:

Die Proliferation der kornealen Endothelzellen wurde durch humanes Kammerwasser
und Ascorbinsdure gehemmt. Unverdinntes Kammerwasser inhibierte die Proliferation
nahezu vollstandig, mit 10%igem Kammerwasser wurde eine Proliferationsrate von
70% der Kontrollzellkulturen beobachtet. Bei einer Ascorbinsaurekonzentration von 200

pg/ml war die Hemmung am starksten ausgepragt (ca. 90%). Eine partielle Aufhebung
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der hemmenden Wirkung der Ascorbinsdure konnte durch gleichzeitige Inkubation mit
12-S-Hydroxyeicosatetraenoicsédure beobachtet werden.

TGF-R2 stimulierte die Proliferation der Zellen bis zu einem dreifachen Wert der
Kontrollen.

Die Migration wurde durch humanes Kammerwasser und TGF-[32 gehemmt. Die
Hemmung betrug nahezu 100 % fur unverdinntes Kammerwasser und 30 % fur
10%iges Kammerwasser. Die Migrationsrate wurde bei allen TGF-32-Konzentrationen
auf ca. 50 % reduziert. Ascorbinsaure hatte einen stimulierenden Einflu3 (20-50 %) auf
die Migration.

Toxische Effekte von Ascorbinsaure oder TGF-32 auf die Proliferation und Migration

wurden nicht beobachtet.

Es ist noch unklar, welche Substanzen im Kammerwasser fir den hemmenden Einflul3
verantwortlich sind. Weiterhin muf3 die Wirkung von Kammerwasser auf den
Wundheilungsprozess kornealer Endothelzellen in vivo geklart werden.

Sowohl Ascorbinsaure als auch TGF-R2 zeigten einen gegensatzlichen Effekt auf
Migration und Proliferation kultivierter boviner kornealer Endothelzellen. Welche
Bedeutung diese Beobachtungen fir die Wundheilung humaner kornealer

Endothelzellen in vivo haben, bleibt noch zu untersuchen.
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