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Zusammenfassung
Der Hornhautslice in vitro:
Regionale Unterschiede im Wachstum von kornealen Epithelzellen
Mathias Bammel

Das Ziel dieser Untersuchung war die Analyse des Wachstumsverhaltens von periphererem und
zentralem Korneagewebe anhand eines in-vitro Scheibchenkulturmodells.

In vielen bisher veréffentlichten Arbeiten stellt die Grundlage - das Vorhandensein von Stammzellen im
Limbusbereich der Kornea aller Spezies- zu gleich den verallgemeinernden Riickschluss dar, dass deshalb
sowohl die Wachstumspotenz als auch die Wachstumsdynamik von peripherem Korneaepithel immer stirker
ausgeprigt sein muss, als dies bei dem zentralen Korneaanteilen der Fall ist.

Die genaue Untersuchung dieser Wachstumsverhiltnisse unter dem regulierenden Regime der
Stammzellen im Limbusbereich ist immer noch Gegenstand vieler Untersuchungen. Gerade fiir die Therapie von
degenerativen, als auch traumatischen Prozessen im Korneaepithel, stellt die genaue, differenzierte Betrachtung
der Geweberegeneration eine grofle Bedeutung dar.

Das in-vitro Slice- Modell, bei dem Schnitte von zentralen und peripheren Hornhautbereichen unter
standardisierten Bedingungen kultiviert wurden, dient als Grundlage dieser vergleichenden Untersuchung.

Eine Foto- Dokumentation und spezielle Vermessung von zentralen und peripheren Ratten und
Affenkorneaslices in Abstidnden von 3 bis 15 Tagen diente der Untersuchung dieser Wachstumsprozesse.

Die anschlieBende Immunfluoreszenzfarbung zeigte die Zugehorigkeit dieses Gewebes zum
Ursprungsmaterial.

Die ermittelten Daten belegen, dass die zentralen Korneabereiche bei der Ratte eine anndhernd gleiche
Wachstumspotenz und —dynamik aufweisen, wie die peripheren Hornhautareale.

Bei den Affenhornhéuten ist unter den gleichen Kultivierungsbedingungen kein Wachstum, weder bei den
zentralen, noch bei den peripheren Hornhautscheiben festzustellen gewesen.

Anhand dieser Ergebnisse muss der Einfluss von Stammzellen oder anderen Einflussfaktoren auf die
Wachstumspotenz von kornealem Gewebe differenzierter betrachtet werden, als dies bei fritheren Theorien des
Zellwachstums der Kornea der Fall war. Das Wachstum scheint bei jeder Spezies unterschiedlich zu sein, womit
verallgemeinernde Theorien an Bedeutung verlieren.

Die genaue, individuelle Anpassung von Wachstumsbedingungen an das jeweilige Gewebe ist
notwendig und Gegenstand aktueller Forschung, um langfristig die Ziichtung von Ersatzgewebe fiir

Hornhautdefekte zu ermoglichen.
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I. Anhang



A. Einleitung

1. Anatomie und Funktion der Hornhaut

Die Kornea ist als vorderste optische Struktur des Auges fiir das Sehen von grofBter
Bedeutung, weshalb sie auch als so genannte ,,Frontlinse* bezeichnet wird.

Die unterschiedlichen Brechungsindizes am Ubergang von Luft (1,0) zur Hornhaut
(1,33) bewirken zusammen mit der uhrglasartigen Wolbung der Kornea deren hohe
Brechkraft von 43 dpt, die damit von allen Strukturen des Auges am stirksten zur
Brechung des Lichtes beitrdgt. Sie besitzt eine nahezu regelmiflige Oberflache, die
neben der Transparenz fiir die scharfe Abbildung von Gegenstinden auf der Netzhaut
sorgt. Neben dieser herausragenden Bedeutung fiir das optische System des Auges stellt
die Kornea eine wichtige mechanische Barriere fiir alle AuBBeneinfliisse auf das Auge
dar, woraus auch ihre schnelle Verletzbarkeit resultiert. Diese Verletzungen, aber auch
Entziindungen, angeborene und erworbene Hornhautverdnderungen, spielen in der
Augenheilkunde eine besondere Rolle. Zur Wiederherstellung werden Eingriffe an der
Kornea bis zu Transplantationen, refraktive Eingriffe zur Verinderung der Brechkraft
und damit Korrekturen von Fehlsichtigkeiten (insbes. Myopie und Astigmatismus)
durchgefiihrt [12].

Die Hornhaut hoherer Vertebraten ist in die Sklera eingelassen und bildet mit ihr
zusammen eine fibrose Hiille, die den Augenbulbus umschliet und auf diese Weise
dem Augapfel die Form und die Festigkeit verleiht. Sie grenzt sich zirkuldr mit dem
Limbus von der Sklera ab und zeigt meist eine horizontal Ellipse mit einem
Durchmesser von ca. 11.5 mm, die dazu noch sphirisch gewdlbt ist. Der Radius dieser
Wolbung betrdgt etwa 7,7 mm. Im Zentrum zeigt sich eine geringer Dicke (ca. 0,52-1
mm) als am Rand (0,67- 1,7 mm). Die genauen Malle der Kornea sind besonders fiir die
Auspragung von Krankheitsbildern der Hornhaut, wie zum Beispiel dem Astigmatismus
von Bedeutung [22].

Die Kornea der Ratte ist dagegen weniger als 0,2 mm dick [19].

Der mikroskopische Schichtaufbau der menschlichen Hornhaut zeigt im

Meridianschnitt ein nicht keratinisiertes, mehrschichtiges Epithel mit Basalmembran,



die Bowmansche Schicht, das Hornhautstroma, die Descemetsche Membran und das

einschichtige Endothel (s. Abb. 1).

Abb.1: Schichtaufbau der Kornea:

1= Hornhautepithel; 2= Bowman-Membran; 3= Substantia propria cornea (=Stroma); 4= Descemetsche
Membran; 5= Hornhautendothel

Die duBlerste Schicht der Kornea ist mit einem verhornendem Plattenepithel {iberzogen,
welches aus ca. fiinf bis sechs Zelllagen besteht [39]. Die Zellen, die der Basalmembran
als erstes aufsitzen, zeigen ein hochprismatisches Bild in der Histologie, die der
mittleren Schicht hingegen sind flacher und nach auflen konvex geformt. Diese Zellen
werden auch Fliigelzellen genannt. Die obersten beiden Schichten zeigen stark
abgeflachte Plattenepithelzellen.

Eines der wichtigsten Merkmale des Epithels ist die Regenerationsfahigkeit

[24], die dadurch garantiert wird, dass sich ein wochentlicher Generationswechsel der
Epithelzellen durch mitotische Zellteilungen der Basalzellen vollzieht [24]. Kommt es
zu Zellverlusten oder Defekte der Endothelschicht, so werden diese durch Verdiinnung
und Ausbreitung der benachbarten Zellen tiberbriickt [38].

Auf der Basalmembran sitzen basale Epithelzellen, die aus einer Extrazelluldrmatrix
bestehen. Der Basalmembran folgt die Bowmansche Membran, die als zellfreie, ca. 8

bis 14 um dicke, verdnderte Hornhautstroma-Lamelle ausschlie8lich aus feinen,



kollagenen Fasern und einer Grundsubstanz besteht [29]. Versuchstiere, wie Kaninchen,
Ratten, Méiuse besitzen keine Basalmembran [19]. Ausschlielich Primaten haben diese
ausgebildet. Die Basalmembran grenzt an eine bindegewebige Substantia propria an, die
aus kreuzweise iibereinander geschichteten Lamellen mit Kollagenfibrillen, Keratozyten
und Grundsubstanz besteht [35]. Der Hauptanteil der im Stroma vorkommenden
Proteine entfillt auf das Kollagen, das bis zu 71 % des Trockengewichtes ausmacht
[31]. Die kollagenen Fibrillen sind in Lamellen von ca. 2 pm Dicke angeordnet.
Innerhalb dieser Lamellen liegen die Fibrillen parallel und in gleichen Abstinden bei
gleichem Durchmesser. Diese RegelméaBigkeit ist die wichtigste Voraussetzung fiir die
Transparenz der Hornhaut [27].

Die flachen, linglichen Keratozyten — auch als modifizierte Fibroblasten bekannt -
besitzen lange Ausldufer und liegen zwischen den Lamellen des Stromas. Die
Grundsubstanz besteht aus Keratosulfat, Chondroitinsulfat und Chondroitin [37].
Zwischen den Lamellen werden wenige wanderungsfihige Zellen (Leukozyten,
Plasmazellen, Histiozyten) eingelagert [11]. Die ,,turn- over - Rate des Stromas ist sehr
niedrig. Innerhalb eines Jahres wird kaum eine Zelle erneuert [15].

Der posteriore Teil der Substantia propria wird von der elastischen Descemetschen
Membran eingenommen. Diese trennt die Substantia propria vom einschichtigen
Endothel und setzt pathologischen Prozessen einen erheblichen Widerstand entgegen.
Im Gegensatz zur Bowmanschen Membran ist sie regenerationsfahig [37].

Das Endothel besteht aus einer einschichtigen Lage abgeplatteter, flacher, kuboidaler
Zellen, die durch Zonula occludentes verbunden sind. Es besitzt keine
Regenerationsfahigkeit, weshalb Defekte vor allem durch Verdiinnung und Ausbreitung
von benachbarten Zellen aus iiberbriickt werden [3]. Mitotische Zellteilungen sind
selten. Das Endothel grenzt die Kornea von der vorderen Augenkammer ab. Lateral geht
die Kornea in den Limbus {iiber. Der Limbus beschreibt den semitransparenten,
vaskularisierten Ubergangsbereich zwischen der Bindehaut und der Sklera, auf der
einen und der Kornea auf der anderen Seite [33].

Die Korneaoberfliche wird iiber einen auf dem Epithel liegenden Trinenfilm benetzt.
Er stellt einen osmotischen Schutz des Epithels gegen Verdunstung [7] und

Austrocknung des Gewebes dar. Das Epithel selbst bildet eine impermeable Schranke



gegen wasserlosliche Agenzien des Tranenfilms und erhédlt somit die korneale

Hydratation aufrecht [10].
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Abb. 2: Querschnitt Auge: Die Hornhaut leistet als sogenannte Frontlinse einen

entscheidenden Beitrag zum Schutz und zur Sehkraft des Auges.

2. Die Physiologie der kornealen Zellerneuerung

Die Regeneration des Hornhautepithels vollzieht sich nach einer Schidigung meist
innerhalb von einigen Stunden bis Tagen. Es gehort zu den Anteilen der
Korperoberflache, die stindigen Regenerationen unterliegen. Diese vollziehen sich, in
dem abgeschilferte Zellen der obersten Zellschichten von der Hornhautoberfldche
abgestoflen, und fortlaufend in die Trénenfliissigkeit abgegeben werden, wihrend
zeitgleich die Zellteilung die Erneuerung gewihrleistet . Die Basalzellen des Epithels
bauen das mehrschichtige Epithel sehr schnell wieder auf. Bisher wurden mitotische

Zellen nur in der untersten Schicht des Hornhautepithels, der Basalschicht,



nachgewiesen, welches der Beweis ist, dass nur diese Zellen die Fahigkeit zur
Zellteilung besitzen [14]. Der Verlust des Kontaktes dieser Zellen zur Basalmembran
fiihrt zur Wanderung der Zellen an die obersten Zellschichten, wo sie zu post-
mitotischen Zellen werden und ihre Teilungsfahigkeit verlieren [25]. Sind die Zellen der
Basalschicht verletzt, erfolgt die Regeneration vom Limbus her, wo nach den neusten
Theorien die Stammzellen als Reservoir angesiedelt sind. Die Zerstérung der
Stammzellen (z.B. nach Veritzung) fithrt zu gravierenden Heilungsstorungen mit
Uberwachsen von Bindehaut auf die Hornhaut [12]. Frithere Theorien beschrieben eine
Zellerneuerung sowohl in vertikaler, von den Basalzellschichten des Epithels, als auch
in horizontaler durch zentripetal vom Limbus einwachsender Richtung [24].

Weitere Hypothesen, wie die von Thoft and Friend (1983) postulierte X, Y, Z —
Hypothese, wurden durch neuere Studien von Schermer et al. (1986) bezweifelt. Somit
wich die Theorie einer Umwandlung von Bindehautepithel in Hornhautepithel
(,,konjunktivale Transdifferenzierung*) von Thoft and Friend aus dem Jahre 1983, als
Theorie zur Beschreibung des Ursprungs der epithelialen Proliferationszone, einer
neuartigen Theorie des Modells kornealer Stammzellen.

Nach Schermer et al. teilen sich diese Stammzellen als Reservezellen der
Zellproliferation bei notwendigem Ersatz des Hornhautepithels oder grundsétzlichem
Bedarf an Zellerneuerung. Auf diese Weise wird die Anzahl der Zellen konstant
gehalten, so dass Zelliiberschuss vermieden und Zellverluste ausgeglichen werden. Die
Stammzellen entwickeln sich bei der Zellerneuerung zu teilungsfahigen Zellen, die mit
threr hohen Zelldichte fiir die Vermehrung der Zellzahl verantwortlich sind. Die
Lebensdauer der sich teilenden Zellen ist allerdings begrenzt, wodurch nach einer
limitierten Anzahl von Zellteilungen die Zellen als post -mitotische Zellen {iber den
Tréanenfilm abgesondert werden [23]. Das Modell von Kruse und Vdlcker beschreibt
das Vorhandensein kornealer Stammzellen ausschliefSlich im Limbusepithel, wobei die
schnell proliferierenden, heilungsfahigen Zellen im basalen Epithel des Limbus und der
Hornhaut zu finden sind. Die suprabasalen Schichten von Limbus- und Hornhautepithel
beinhalten die Zellen, die diese Fahigkeit zur Zellteilung bereits verloren haben.

Exakte Nachweise iiber die Existenz limbaler Stammzellen sind immer noch schwierig.
Sharma und Colles (1989) bestitigten durch mathematische Analysen, dass

Hornhautepithel durch die von Stammzellen ausgehende Proliferation aufrecht erhalten



werden kann und Meller und Kruse zeigten in ihren Arbeiten zur Ex- vivo Expansion
kornealer Stammzellen (2001) typische Merkmale bei epithelialisierten Stammzellen,
die auf die Identifizierung als Stammzellen hinweisen [33].

Des Weiteren sind viele Fragen im Bereich der Physiologie von Wachstumsvorgéngen
wihrend der Wundheilung noch nicht vollstindig geklart.

Die wichtige Bedeutung des Limbusbereiches fiir proliferative und angiostatische
Vorginge stellt dabei eine Grundlage zur weiteren genauen Erforschung der Art und
Weise dar, wie die Zellen der Limbusregion regulativ auf die Wachstumsvorgéinge des

kornealen Epi- und Endothels einwirken.

3. Die Bedeutung der Kultivierung von Hornhautgewebe zur
ErschlieBung neuer Therapiemethoden

Die Therapie der durch vielfiltige Atiologien begriindeten Erkrankungen der Hornhaut
stellt immer noch eine Herausforderung an die moderne Medizin dar, da die
unterschiedlichsten Wachstumsbedingungen und viele noch nicht vollstindig
aufgedeckte Mechanismen der Zellerneuerung, sowohl im kornealen Endothel als auch
im Epithel, sich als duBerst komplex darstellen.

Es entwickelten sich im Laufe der Zeit mindestens genauso viele Therapieansétze, wie
Theorien iiber die genaue Regeneration menschlicher Kornea existieren.

Eine sehr etablierte Methode des Ersatzes degenerativer oder traumatisch verletzter
Kornea ist die Hornhauttransplantation, deren Ursprung bereits weit {iber 103 Jahre
zurtick liegt.

Allerdings wurde auch friih die enorme Bedeutung der Kultivierung von kornealem
Gewebe entdeckt, da dies den Grundbaustein fiir den Ersatz von menschlichem
Hornhautgewebe darstellt. Sowohl die schonende Aufbewahrung in Hornhautbdnken,
als auch die Ziichtung von entnommenem Hornhautgewebe zur autologen oder
allogenen Transplantation im Rahmen des modernen ,tissue- engineering® ist nur
moglich, wenn die Kultivierungsbedingungen an die Gewebeanspriiche best moglich
angepasst sind. Auch die durchgefiihrten Versuche zeigen, dass eine Gewebeart

unterschiedlicher Spezies auch unterschiedliche Wachstumsbedingungen bendtigt.



Der fortlaufende Riickgang von Spendern fiir die sowohl perforierende, als auch die
seltener durchgefiihrte lamindre Keratoplastik und die AbstoBungsprobleme nach der
Transplantation machen die Entwicklung von Alternativmethoden der Therapie von
Hornhautdefekten notwendig. Die Ansdtze der aktuellen Forschungsgegenstinde sind
sehr vielfdltig: Beginnend bei Transplantation von peripherem Hornhautgewebe in
zentrale Hornhautbereiche, der Ziichtung von Stammzellen zwecks Erneuerung
verletzter Limbusbereiche oder Ziichtung von Ersatzgewebe fiir zentrale
Hornhautdefekte bis hin zur Entwicklung von kiinstlichen Hornhéduten deren Erprobung
2008 (Frauenhofer Institut 2008) beim Menschen erfolgte, ist das Spektrum sehr grof.
Grundlage fiir diese Forschung stellt immer noch, wie in dieser Arbeit geschehen, die
Untersuchung der Wachstumsbedingungen und der genauen Wachstumsprozesse der

zentralen und peripheren Abschnitte der Kornea dar.

4. Fragestellungen und Zielsetzungen dieser Arbeit

In dieser Arbeit wurden die Aspekte des Wachstums von zentralen und peripheren
Hornhautbereichen vergleichend in vitro untersucht, um die Hypothese zu iiberpriifen,
dass die peripheren Hornhautareale den =zentralen Wachstumsbereichen in der
Wachstumspotenz und der Wachstumsgeschwindigkeit iiberlegen sind.

Das Vorhandensein von Stammzellen in den Limbusbereichen stiitzt diese Hypothese,
auch wenn der exakte Nachweis dieser Zellen sich immer noch als schwierig darstellt.
Die Vorginge fiir die Zellerneuerung, ausgehend bei den im  Limbusepithel
vorhandenen Stammzellen, sind spezies- spezifisch unterschiedlich. Dies wurde bereits

vielfach sowohl beim kornealen Epi-, als auch Endothel, gezeigt [8].

Um diese grofBe Anzahl von Hornhautgewebe von 19 Ratten und 17 Affen auf ihr
unterschiedliches regionales Wachstumsverhalten untersuchen zu kénnen, wurde von
unserem Labor ein Scheibchenkulturmodell etabliert, welches es ermoglicht, das in-
vitro- Wachstum und die in- vitro- Differenzierung des Hornhaut- Epithels zu
beobachten [40].

Die Untersuchung erfolgte anhand dieses etablierten In-vitro- Slice- Modells [40].



Das Vorgehen umfasste folgende Schritte:

1. In-vitro-Analyse von Morphologie und Wachstumsverhalten von zentralem und
peripherem Hornhautepithel mittels fotomikroskopischer Dokumentation und
Ermittlung der Wachstumsdynamik der Gewebe in einem standardisierten

Zeitverlauf.

2. Die immunfluoreszierende Darstellung zur Ermittlung von Zelltypen, die

entweder aus dem Epithel oder aus dem Stroma auswuchsen.

3. Der Vergleich der Wachstumsvorgidnge innerhalb und zwischen zweier Spezies

auch unter Beriicksichtigung verschiedener Altersgruppen.



B. Material / Methoden / Techniken

1.Versuchsmaterial

1.1. Korneas

Das fiir diese Versuchsreihen verwendete Korneagewebe entstammt zu einem Teil von
19 Ratten und zum anderen Teil von 17 Affen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt mehr als 1000 Korneaslices von Ratten und
ca. 500 Korneaslices von Affen beobachtet. Zur Fotodokumentation dieser einzelnen
Gewebe entstand ein Datenvolumen von ca. 1962 MB.

Die Tiere wurden fiir andere Zwecke getdtet und die Augen aus den Tierkorpern
entnommen und zur Verfiigung gestellt. In der Regel wurden die Hornhdute innerhalb
der ersten Stunde nach der Tétung verwendet.

Bei den Ratten handelte es sich um adulte Ratten der Sprague Dawley- und RCS-
Stimme im Alter zwischen 6 und 191 Wochen.

Bei dem untersuchten Affen- Korneagewebe handelt es sich um Kornea von vorher
getoteten Callithrix jacchus (Wei3biischelaffe). Auch hier waren die Tiere beiderlei
Geschlechts, das Alter der Affen lag zwischen 0 und 116 Wochen.

In der Versuchsreihe XI wurde zur vollstindigeren Uberpriifung des
Wachstumsverhaltens PO- Affen ( P 0: Am Tag der Geburt getdtet) des Callithrix
jacchus Stammes verwendet. Die Affen stammten aus der Aufzucht des Instituts fiir
Reproduktionsmedizin in Miinster, welches der Abteilung fiir Experimentelle
Ophthalmologie die Schiddel mit den noch enthaltenen Affenbulbi fiir experimentelle

Arbeiten zur Verfligung stellte.

2. Gewebekultur

2.1. Losungen, Medien und Verbrauchsmaterial

Transportmedium:
- HBSS (Hanks Balanced Salt Solution without Ca + Mg with
Phenol Red, Endotoxin tested, steril filtered (1x), Firma PAA,
Kat.- Nr. 15 -010) Verwendung bei + 4°C



- NaCL 8000 mg/l

- KCL 400 mg/l
- KH,PO4 60 mg/l
- Na,HPO,4x 2H,0O 48 mg/l
- Glucose 1000 mg/l
- NaHCO; 350 mg/l
- Phenolrot 10 mg/1

Waschmedium: - PBS 0,1M; pH 7,4, without Ca, Mg,
(Phosphate Buffered Saline), phosphatgepufferte physiologische
Kochsalzlosung (Firma PAA, Laboratories GmbH Pasching,
Austria) (Kat. No.: H15- 002)
— 2,04g Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) auf 850ml
Ampuwa.
— 15,13g Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HpO4) auf 850 ml
Ampuwa.
— 8g Natriumchlorid (NaCl)
— 0,2g Kaliumchlorid (KCI)

fiir 0,1 M PBS wurde die Phosphatpuffer- Stammldsung 1: 10 verdiinnt
und dann erst NaCl und KCI hinzugegeben.

Kulturmedium: - culture medium
w 2,2g/1 NaHCO3 F 9016
w L- Glutamin 854 E
w 12,75 mM HEPES 80ml
w Antibiotics <-20°C

(Exp.Sept. 2005)
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Nach Zugabe von 10% Fetalem Kilber Serum war das Kulturmedium

gebrauchsfiahig und konnte bis zu 6 Wochen unter + 4°C gelagert werden.

Substrate zum Beschichten

der Kulturschalen: - Gelatine 0,5% in HBSS ohne Ca2+ und Mg?" (Sigma)
Puffer: - PBS und -HBSS ( wie oben beschrieben).
Fixierungslosung: - 4% Paraformaldehyd (PFA), Fluhn Chemika, in 0,1 M
PBS (pH 7,4)
Desinfektionsmittel: - 70% Ethanol Wischdesinfektion in 1000ml Spritzflasche.
Verbrauchsmaterial: - Kaniilen - Petrischalen (Falcon, 60mm)
- Skalpelle - Kultivierungsplatte mit 6 Einheiten
- Handschuhe (Cellstar greiner bio- one) TC- Plate 6
- Rasierklinge (Gillette) Well, sterile with lid, single packed
- Pippettenspitze fiir No.: 657 160)
1000ulPipette

- Para- Film- Folie
- Gewebekulturschalen (Cellstar (greiner bio-one), Nocken,

Tissuequalitét).

2.2. Gerate

- Sterilbank (Biohit- Helios 48)

- Stereomikroskop (Zeiss Stemi 2000 C)

- Kaltlichtlampe (Zeiss KL 1500 electronic Schott)

- Préparationsbesteck (feine Pinzette, Dumont Nr.5; Hornhautpinzette, Mikroschere)

- Brutschrank (Heraeus Instruments Function Line BB 6220, Gaszufuhr von 5,1% Co?

bei 37°C)
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- Gewebechopper (Mc Ilwain Tissue Chopper manufactured by The Mickle Laboratory
Engineering Co. Ltd. USA)

- Kameramikroskop (Zeiss Axiovert 135) mit Digitalkamera (Nicon Coolpix 4500) und
Monitor (Sony Trinitron)

- Kiihlschrank (Bosch)

- Tietkiihlschrank (Bosch economic super)

- 1000l Pipette (Eppendorf Reference 1000)

- Zwei Becherglaser, steril 250ml,

- Spritzflasche

- Schott Messzylinder

2.3. Kornea-Entnahme

Der Tod der Ratten wurde mit Kohlendioxydinhalation herbeigefiihrt. Nach Feststellung
des Todes (fehlende Atemexkursion, Herzstillstand, Reflexausfall) wurden die Augen
unter sterilen Bedingungen enukleiert, indem die sechs dulleren Augenmuskeln und der
Nervus opticus durchtrennt wurden.

Die Entnahme der Affenkornea beinhaltete die knocherne Préparation der Orbita des
angelieferten Affenschadels, sowie ebenfalls die anschlieBende Enukleation der Bulbi
iiber die Durchtrennung der sechs dufleren Augenmuskeln und des Nervus opticus.

Der Transport sowie das Waschen der Bulbi wurde in PBS (Phosphate Buffered Saline)
durchgefiihrt.

2.4. Korneapriparation und Slice- Technik

Die weiteren Priparationsschritte wurden unter sterilen Bedingungen an einer
Sterilbank (Laminar- Flow) vollzogen.

Das Priparationsbesteck musste vorher genauso wie Klinge, Arbeitsfliche der
Sterilbank und Arbeitsfliche des Gewebehackers mit 70%- igem Ethanol desinfiziert
werden.

Die enukleierten Bulbi lagen in einer Petrischale mit HBSS und PBS.
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Unter dem Stereomikroskop mit einer Pinzette fixiert, erfolgte die Inzision mit einer
Skalpellspitze durch die Sklera im Bereich des Limbus. Nach dem Einstich wurde von
dieser Stelle aus mit einer Mikroschere ein zirkumferentieller Schnitt gefiihrt, so dass
die Kornea vom Bulbus geldst werden konnte. Im Anschluss war die abgeldste Kornea
erneut mit einer Pinzette fixiert, damit eine Inzision ca. 2 mm vom duBleren Limbus-
Kornea- Rand erfolgte und somit ein zweiter zirkumferentieller Schnitt um das
Zentrum der Hornhaut die Kornea in einen peripheren duleren und einen zentralen
inneren Abschnitt aufgeteilt hatte.

Die zentralen Hornhautabschnitte konnten als erstes auf die Arbeitsfliche des
Gewebehackers gelegt werden, wobei das Gewebe -leicht mit Medium angefeuchtet-
eine optimale Adhdsion wihrend des Schneidvorgangs erreichte. Mit dem Hacker
wurde die Hornhaut dann in 20 Streifen mit einer Breite von jeweils 180 Mikrometer
horizontal geschnitten. Das geschnittene Gewebe wurde unter dem Mikroskop in einer
mit HBSS und PBS gefiillten Petrischale vorsichtig voneinander getrennt.

Als nachfolgender Schritt konnte mit dem Schneiden der peripheren Hornhautanteile
begonnen werden. Dabei war darauf zu achten, dass die Arbeitsfliche vorher griindlich
von allen Gewebestlicken der zentralen Hornhaut gesdubert wurde, damit keine
peripheren und zentralen Slices miteinander vermischt waren.

Nach dem Erstellen der peripheren Gewebestiicke sind auch diese streng getrennt in
einer weiteren Petrischale in HBSS aufbewahrt worden.

Als Zwischenschritt wurden die vor fiinf Stunden mit jeweils 2 ml (pro
Kultivierungsplatteneinheit) HBSS und 0,5g Gelatine beschichteten Petripermschalen
mit HBSS erneut gespiilt.

Die Petripermschalen waren in dem Zeitraum nach der HBSS/Gelatine-Beschichtung
bereits im Brutschrank bei 37°C und 5,1% CO? angewédrmt worden.

Nach dem Spiilen der Kultivierungsplatteneinheiten sind die jeweiligen Gewebeschnitte
unter mikroskopischer Sicht vorsichtig auf die Platten {berfiihrt und ausgerichtet
worden, so dass die streng getrennten Gewebebereiche (peripher/zentral) in ihren
bezeichneten Einheiten auf dem Boden der Platten zu sehen waren. Es waren fiinf bis
acht Slices pro Schale angeordnet. AuBlerdem wurde darauf geachtet, ganze
Kulturplatten mit nur einem Gewebebereich - entweder zentral oder peripher - zu

erstellen.
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Die so platzierten Gewebestiicke trockneten 5 min. an, bis unter dem Mikroskop nur
noch ein geringer Fliissigkeitssaum um den Slice zu sehen war. Jetzt wurden die
Schnitte vorsichtig mit insgesamt 2 ml Kulturmedium betropft, damit eine moglichst
optimale Adhésion des Gewebes an den Untergrund gewihrleistet werden konnte. Das
Kulturmedium war in dem Brutschrank eine halbe Stunde bei 37°C und 5,1% CO?
angewarmt worden.

Der Brutschrank wurde im Anschluss mit den Kultivierungsplatten und den darauf
befindlichen Explantaten bestiickt, womit nun die Inkubation der Korneaslices fiir 14
bis 15 Tage bei 37°C unter 5% CO? begann.

Die Kultivierung der Gewebsschnitte beinhaltete einen Wechsel des Kulturmediums,
der alle zwei bis drei Tage vorgenommen worden war.

Die stetigen Wachstumskontrollen der Gewebe unter dem Mikroskop erfolgten im
Abstand von 3 Tagen.

Nach Ablauf der 14 bis 15 Tage waren die Korneaslices mit 4% Paraformaldehydlosung
(1 ml pro Kultivierungseinheit) fiir 1h fixiert und im Anschluss mit PBS Ldsung im

Kiihlschrank bei 4°C fur weitere Versuche auftbewahrt worden.
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3. Immunhistochemische Untersuchungen der Korneaschnitte

3.1. Material

3.1.1. Losungen und Antikorper

Losungen: - PBS (s.2.1))
- Paraformaldehyd (PFA, s. 2.1)
- FKS 10%: Fetales Kélberserum (Seromed) hitzeinaktiviert und
verdiinnt in PBS ohne Ca?", Mg>".

Antikorper:
Primére Antikorper: 1. Anti- Keratin (pan) (Abcam limited: Mouse monoclonal
(80) to (Verdiinnung auf 6ml Pan Keratin, Product No.: ab
8068); Verdiinnung: 1: 50 FCS)
2. Collagen I (SIGMA: Monoclonal Anti- Collagen Type I,
Clone Col-1 Mouse Ascites Fluid
Product No. C 2456); Verdiinnung: 1: 2000
3. Collagen III (Sigma: Monoclonal Anti-Collagen Type III,
Clone FH- 7A, Mouse Ascites Fluid
Product No. C 7805); Verdiinnung. 1: 2000
4. Collage IV (SIGMA: Monoclonal Anti-Collagen Type
IV, Clone COL- 94, Mouse Ascites Fluid
Product No. C 1926); Verdiinnung 1:1000
5. Collagen VI (Chemicon: Mouse Anti- Human Collagen
Type VI, Monoclonal Antibody Catalog No. MAB
1342); Verdiinnung: 1: 1000
6. Connexin 26 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.: Connexin
26, N-19, Product No.: sc- 7261); Verdiinnung: 1: 500
7. Connexin 43 ( Santa Cruz Biotechnology, Inc.: Connexin

43(C- 20), Product No.: sc- 6560) Verdiinnung: 1: 500
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Sekundiire Antikorper:

8. Chondroitinsulfat (Fitzgerald Industies International:
Monoclonal Antibody Data Sheet, Chondroitinsulfate
Mab Host: Mouse, Clone: 9.2.27, Subclass: 1gG 2a,
Catalog No.: RDI- CHONDabm- 27, Verdiinnung. 1: 100)

9. Decorin (USBiological: Sheep anti- Human Decorin
(Proteoglycan II) 36- 49, Catalog No.: D 1875)

10. Fibronektin (SIGMA: Anti- Human Fibronectin,
Developed in Rabbit, Affinity Isolated Antibody, Product
No. F 3648)

1. Cy 2 Antimouse (Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc. Cy 2- conjugated AffiniPure F(ab’)2
Fragment Goat Anti-Mouse IgG (H+L), Code Number
115- 226-062); Verdiinnung: 1:200

2. Cy 2 Anti goat (Jackson Immuno Research Laboratories,
Inc.Cy 2- conjugated AffiniPure Donkey Anti- Goat IgG
(H+L), Code Number: 705- 225-003); Verdiinnung: 1: 200

3. TRITC (SIGMA: Anti- Rabbit I[gG (Whole Molecule)
TRITC Conjugate, Affinity isolated Antigen Specific
Antibody ,Antibody Adsorbed with Human IgG, Product
No.: T 6778); Verdliinnung: 1: 400

4. TRITC (SIGMA: Anti- Mouse IgG (Fab SPECIFIC)
TRITC Conjugate, Affinity Isolated Antigen Specific
Antibody Adsorbed with Bovine, Horse and Human
Serum Proteins, Product No.: T 7782); Verdiinnung: 1:300

5. FITC Anti sheep (Jackson Immuno Research Laboratories,
Inc. Fluorescein (FITC)-conjugated AffiniPure Donkey
Anti-Sheep
IgG (H+L), Code Number: 713-095- 147); Verdiinnung: 1:
200
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3.1.2. Gerite

Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskop:
”Axiovert 35”7,  (ZEISS) plus Fluoreszenzfilter 450- 490nm und 510- 560 nm
Okular mit 30- fache Vergrof3erung.

Kamera:

»AxioCam® (ZEISS), Benutzung der Objektive:

Zeiss Neonflux 5x/0,15 (rot) 440320 Neonfluar fiir die Hauptiibersicht,
Zeiss LD Achrop 20x/0,40 (griin) fiir die Feiniibersicht,
Digitalkamera: Nikon Coolpix E 4500

Quecksilberdampflampe:
XBO 75 Watt;
HBO 100 Watt
Computergestiitztes Bildanalysesystem:
Software: ,,AxioVision“ 4.5 (ZEISS),
,»Axio Vision LE 4,5 (ZEISS) als frei verfiigbares Download der Firma

Carl Zeiss, Jena.

3.2. Immunfluoreszenzhistochemie fixierter Gewebe- und Zellkulturen

3.2.1. Biologische Grundlagen fiir die Immunfluoreszenzfiarbung.

Fiir eine genauere Lokalisation und Identifizierung von Hornhautepithel wurde eine
zweischrittige Farbemethode (= indirekte Immunfluoreszenz) angewendet, bei der ein
unkonjugierter Primérantikorper an das Antigen bindet, und anschlieBend ein zweiter
farbstoffmarkierter Antikorper, der gegen das FC- Fragment des Primirantikorpers

gerichtet ist, hinzugegeben wird.
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Durch diese Abfolge der Arbeitsschritte wird einerseits mehr Flexibilitit erreicht, als bei
der direkten Methode, da eine gewisse Anzahl von Primérantikdrpern aus einer Spezies
mit den gleichen markierten Zweitantikdrpern verbunden werden konnen, andererseits
ist diese Methode auch um ein Vielfaches empfindlicher, da mehrere Zweitantikdrper
mit den unterschiedlichen Epitopen des Primédrantikorpers reagieren.

Wichtig bei dieser Féarbemethode ist die optimale Antikorperverdiinnung vor der
Anwendung der jeweiligen Priméirantikorper, da so Nebenreaktionen vermieden werden
und eine starke spezifische Anfarbung mit minimaler Hintergrundfarbung entsteht.
Nicht erwiinschte Nebenreaktionen treten vor allem dann auf, wenn sekundéire

Antikoper mit endogenen Immunglobulinen der Probe kreuzreagieren.

3.2.2. Arbeitsabliufe bei der immunhistochemischen Farbung fixierter
Gewebekulturen.

Die immunhistochemische Firbung fixierter Gewebekulturen ist in zwei Abschnitte
aufzuteilen, die an zwei getrennten Tagen durchgefiihrt wurden.

Der erste Tag begann mit der Entnahme der Kultivierungsschalen aus dem Kiihlschrank,
in denen die Korneaschnitte in farbloser PBS Losung bei ca. 4°C aufbewahrt wurden.
Sie waren bereits vor der Lagerung in PBS Losung mit 4% PFA fixiert worden.

Der Puffer musste zundchst abpipettiert werden, so dass die Gewebeslices in drei
Durchgingen zu je 20 min mit PBS (2 ml pro Einheit) gewaschen werden konnten. Das
Waschen fand bei diesen Kulturen vorsichtig nur durch das Auf- und Abpipettieren von
PBS-Losung statt.

Nach dem Waschvorgang wurden die Kulturen fiir zehn Minuten in -20°C kaltem
Methanol im Kiihlschrank fixiert. An den Fixierungsvorgang, der dem Aufbrechen von
Lipidmembranen diente, schloss sich erneutes dreimaliges Waschen zu je fliinf Minuten
mit 2 ml PBS pro Kultivierungsplatteneinheit an. Um unspezifische Bindungsstellen
blockieren zu konnen erfolgte die Zugabe von je 1 ml FCS (Fetales Kélberserum), in
dem die Gewebestrukturen mindestens eine halbe Stunde liegen mussten. Innerhalb
dieser Zeit konnte bereits mit der exakten Verdiinnung der Primérantikorper mit 10%

FCS begonnen werden, wobei die Verdiinnungsvorgaben der Produktinformation des
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jeweiligen Antikorpers entnommen werden konnten (jeweilige Verdiinnung: Siehe
oben!).

Der Erstantikorper, der nach dem Zeitraum des Blockens und nach abpipettieren des
10% FCS auf die Gewebekulturen gegeben wurde, musste fiir mindestens zwei bis drei
Stunden oder iiber Nacht auf dem Korneagewebe im Kiihlschrank bei 4°C inkubiert
werden.

In den Versuchsreihen dieser experimentellen Arbeit ist der Erstantikdrper immer {iber
Nacht und der Zweitantikdper {iber mindestens vier Stunden auf dem Gewebe im
Kiihlschrank verblieben.

Am zweiten Tag ist der Erstantikérper durch dreimaliges Waschen von jeweils fiinf
Minuten entfernt worden. Nun schloss sich eine Inkubation mit dem Zweitantikorper fiir
drei bis vier Stunden unter Lichtausschluss an, da ein vorzeitiges Ausbleichen des jetzt
sehr lichtempfindlichen Gewebes durch UV- Licht verhindert werden musste.

Aus diesem Grund war der vorsichtige Umgang mit allen fluoreszenzfarbstoft-
enthaltenden Behéltnissen wichtig.

Um die Immunfluoreszenzfiarbung der Gewebe abzuschlieBen wurde der tiberschiissige,
zweite Antikorper in fiinf Waschdurchgingen zu je sieben Minuten entfernt und die
Slices in Dapi- Moviol Losung eingebettet.

Die so vor dem Austrocknen geschiitzten Gewebeschnitte konnten nun mit Deckgldsern
versehen und im Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.

Diese Vorgehensweise wurde unabhingig von der Spezies oder dem Antikorper bei
allen kornealen Gewebeschnitten durchgefiihrt. Die Gewebeschnitte waren so fiir zwei

bis drei Wochen im Kiihlschrank unter 4°C und Lichtabschluss aufbewahrt worden.

3.2.3. Vorgehensweise zur quantitativen Erfassung von Korneawachstum

Die quantitative Erfassung des Korneawachstums in- vitro wurde mittels einer
speziellen Software (Zeiss, Axio Vision) durchgefiihrt, die neben der nativen
Darstellung der Korneaslices auch die Vermessung des Ursprungs- und des neu
gewachsenen Gewebes zulieB3. Das jeweilige Gewebestiick der Kornea wurde nach dem
vorgegebenen zeitlichen Verlauf (3, 6, 9, 12 Tagen) im Vergleich zum

Ursprungsgewebe gemessen. Die Bedingungen fiir die Anwendung der Axio Vision
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Software bei der Vermessung des Korneagewebes setzte die vorherige
Fotodokumentation jedes einzelnen Korneaslices voraus.

Zur Fotodokumentation wurden die in den Petripermschalen gewachsenen
Gewebestlicke mit der gesamten Schale unter das Objektiv einer Zeiss Axiocam
Kamera gelegt und der jeweilige Slice mit einer 5x VergroBerung zur Grobiibersicht
und 20x VergroBerung zur Feiniibersicht fotografiert. Durch vorsichtigen Umgang mit
dem in den Petripermschalen gewachsenen Gewebe, das sehr empfindlich auf St68e und
Vibrationen reagiert, wurde die Ablosung der neu entstandenen Zellen von dem
Ursprungsgewebe verhindert.

Auf diese Weise war einerseits das Ursprungsgewebe, als auch das jeweilig neu
gewachsene Gewebe in seiner festen Grof3e vermessen worden.

Da das neu entstandene Korneaepithel in seiner Zelldichte noch deutlich diinner war,
war optisch eine klare Abhebung zum Ursprungsgewebe der Slices erkennbar.

Eine optische Unterscheidung des Ursprungs- vom neu hinzugekommenen Gewebe ist
somit eindeutig moglich gewesen.

Der Wert der gemessenen Fliche zeigt, in welchem Umfang das Wachstum der
Korneaslices stattgefunden hatte. Die Zunahme der Gesamtfldche (in um?) diente als
Wachstumsnachweis, wobei die Subtraktion der Ursprungsflache von der Gesamtflidche
den Wert der neu hinzu gewachsenen Gewebefldche darstellt.

Die Fotodokumentation der Affenkorneaslices wurde identisch zu der der Rattenkornea

durchgefiihrt.
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C. Ergebnisse

1. Morphologie und Wachstumsverhalten des Korneaepithels

1.1. Allgemeine Grundlagen des in-vitro- Modells

Die Unterschiede im regionalen Wachstumsverhalten waren nicht nur im Bezug zu der
Spezies (Affe/ Ratte) zu sehen, sondern es galt besondere Aufmerksamkeit auf den
Vergleich zwischen dem Korneaepithel aus den zentralen Hornhautabschnitten —auf
Hohe der Pupille- und den peripheren Korneaabschnitten — ca. 0,3-0,5 mm vom Limbus
entfernt zu richten.

Die Breite der jeweilig rechteckigen bis teils quadratischen Korneaslices betrug ca.

100- 190 pm.

1.2. Wachstum von zentralen und peripheren Korneaslices von Ratten in
der Kultur

Die Epithelfront dieser Korneaexplantate begann nach 12 h relativ gleichmiBig
auszuwachsen, wobei das Wachstum in den freien Raum der Petripermschale, als auch
tiber den eigentlichen Korneaslice hinweg, stattfand. Die Wachstumsgeschwindigkeit

zeigt eine Linearitét.

Epithel Epithel

Abb. 3.: Ausgewachsenes Korneaepithel der Ratte nach ca. 24 Stunden:
a) Migration von zentralen Epithelzellen vom Slice links ausgehend nach rechts.
b) Migration von peripheren Korneaepithelzellen ebenfalls vom Ursprungsslice

links nach rechts auswachsend.
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Die Zellzahl nahm mit Beginn der Kultivierung von Tag zu Tag deutlich zu, wobei sich
die Epithelzellen kreisformig um das Korneascheibchen formierten, bis nach drei Tagen
bereits ein konfluenter, relativ dichter Zellrasen zu erkennen war (Abb. 4 a) und b) ).

Die Anordnung der Zellen dieses Zellrasens war so zu beschreiben, dass die
Epithelzellen, die dem Explantat am néchsten lagen mehrere Zelllagen bildeten, wo
hingegen die nach auBlen (vom Slice am weitesten entfernt gelegenen Zellen)
gerichteten Zellen in ihrer Dichte und Anzahl deutlich geringer waren. Die Schichtung
der Zelllagen war in der duBersten Schicht sehr diinn bis nur einlagig ausgeprigt. Der
auswachsende Zellrasen behielt bei allen Explantaten durchgehenden Kontakt zum

Ursprungsgewebe.

A Epithel -

Abb. 4: Korneaepithelzellen der Ratte nach 3 Tagen mit bereits deutlich dichterem
Zellrasen (bei ebenfalls 20 x Vergréerung):

a): Peripheres Korneaexplantat mit nach links vermehrtem Epithelzellrasen.

b): Zentrales Korneaexplantat mit Vermehrung der bestehenden Epithelzellen nach

rechts.

Die auswachsenden Zellen hatten direkten Kontakt mit dem Boden der
Petripermschalen. Einzeln betrachtet, zeigten die Korneaepithelzellen eine polyedrische
Form. Die Zellen des Korneaepithels hatten, dhnlich der in- situ Situation, Kontakt zu
fiinf bis sechs umgebenden Zellen gleichen Typs und gleicher Struktur.

Eine Verdnderung der Morphologie mit zunehmender Kultivierungsdauer war
dahingehend zu beobachten, dass die Kontinuitit des Kornearasens bei den

Rattenhornhautscheiben unterbrochen war. Der epitheliale Monolayer war nur noch am
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peripheren Rand vollstindig erhalten und ein verstirktes Auswachsen von

spindelformigen Fibroblasten war zu erkennen (Abb.: 5).

Abb. 5: Peripheres Korneaexplantat vom Affen nach 15 Tagen (20x Vergroferung):

AuBler einer vermuteten Fibroblastenkontamination ist kein Anhalt fiir ein Wachstum
von Koreaepithelzellen sichtbar. Die Rénder der Slices waren im gesamten Zeitraum

relativ scharf abgegrenzt.

Die Beobachtungen zum Groflenwachstum von Gewebeabschnitten aus der Peripherie
bzw. Zentrum von Rattenkornea erfolgte in fiinf Versuchsreihen mit insgesamt 27
Rattenbulbi mit einer Kultivierungsdauer von 14 Tagen pro Versuchsreihe.

Es wurden die ersten beiden Kulturen in ihrem Gesamtwachstum nach 14 Tagen im
Mikroskop beobachtet, fotographisch dokumentiert und gemessen, um in den ersten

Experimenten grundsétzliche Nachweise von Wachstum fiihren zu konnen.
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Die weiteren drei Versuchsreihen wurden in Abschnitten von jeweils drei Tagen mittels
Phasenkontrastmikroskopie beobachtet, digitalfotografisch dokumentiert und mittels
computergestiitztem Bildauswertungssystems Axio-Vision vermessen. Dies geschah bei
jeder Versuchsreihe, die jeweils aus vier Petripermschalen (zwei periphere und zwei
zentrale) bestanden, wobei eine Petripermschale in sechs Untersuchungskammern
unterteilt war. Pro Versuchsreihe wurden zwei bis vier Rattenbulbi prépariert.

Innerhalb des gesamten Untersuchungszeitraumes zeigten sowohl die peripheren, als
auch die zentralen Korneabereiche der Rattenhornhdute mit fortschreitender
Kultivierungsdauer eine  kontinuierliche, anndhernd lineare Zunahme der
Wachstumsgeschwindigkeit.

Nach drei Tagen betrug so die Gesamtflache der peripheren Korneaabschnitte 2,5 mm?,
nach sechs Tagen 3,7 mm?, nach neun Tagen 5,9 mm? und nach 12 Tagen 9,5 mm?.

Die Wachstumsflidche der zentralen Hornhautbereiche waren mit 22,5 mm? nach drei
Tagen, 32 mm? nach sechs, 54 mm? nach neun und 93 mm? nach 12 Tagen sehr dhnlich
im Verlauf. Der 15 Tag dient als Kontrolltag, um eine weitere Wachstumstendenz {iber
den angegebenen Zeitraum hinaus zu liberpriifen.

Als Ergebnis lassen sich nur geringfligige Unterschiede im Wachstumsverlauf der
peripheren und zentralen Korneaabschnitte feststellen.

Beiden Bereichen kann die oben in Zahlen bezifferte, relativ gleiche, lineare
Wachstumsgeschwindigkeit zugeschrieben werden. Damit besitzten die vermessenen
Korneagewebe in diesem Zeitraum eine annihernd gleiche Wachstumspotenz.

Als Wachstum ist der Gewebezuwachs in um? pro Tag hier definiert.

Die Wachstumspotenz ist die Fahigkeit Wachstum in der vorgegebenen Zeiteinheit
entwickeln zu kdnnen.

In vorherigen Arbeiten wurde festgestellt [33], dass ein Quotient zwischen
UrsprungsgroBe und Wachstumsflidche keine signifikanten Unterschiede der Ergebnisse
erbrachte.

Alle so ermittelten Werte zeigten diesbeziiglich auch unter Beriicksichtigung der

Ursprungsgrofe einen fiir das Wachstumsverhéltnis identischen Verlauf.
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Abb. 6: Zeitlicher Wachstumsverlauf der Korneaslices der Ratte (1-15 Tag) mit
anndhernd identischem linearen Wachstum ( 20x Vergrof3erung):
a) Peripherer Korneaslice mit nach links ausgewachsenem dichtem Zellrasen.

b) Zentraler Korneaslice mit ebenso ausgewachsenem Epithelzellrasen.
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Aufgrund einer moglichst reellen Darstellung wurden im Verlauf der Arbeit die Werte

als absolute GroBen in dem Histogramm gezeigt.

Wachstum Korneaslices Ratte

1000000,00 951667,7

800000,00

594240,93

600000,00
pm?
400000,00 37041464

200000,00

0,00
3 6 9 12
‘l Reihet 250453,72 370414,64 594240,93 951667,7
‘l Reihe2 275065,28 321482,64 537479,82 924997,2
Tage

Tabelle 1.:Vergleichende graphische Darstellung des Wachstumsverlaufes der
Korneaslices der Ratten bis zum Tag 12:
Reihe 1 (blau): Wachstumszunahme der peripheren Hornhautslices mit
anndhernd gleicher Wachstumstendenz wie die
Rot (Reihe 2): Zentralen Korneaschnitte. Die Zahlen geben die Gesamtgrof3e der

neu zum Ursprungsslice gewachsenen Fliche in um? wieder.
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1.3. Wachstum von zentralen und peripheren Korneaslices von Affen
(Callithrix jacchus) in der Kultur

Das Wachstumsverhalten der Epithelzellen der Kornea von Weillbiischelaffen
wurde in sechs Versuchsreihen mit insgesamt 37 Augen von Callithrix jacchus
durchgefiihrt, wobei ca. 185 Hornhautslices angefertigt worden waren, die zur
Beobachtung standen.

Die Schnitte der ersten beiden Versuchsreihen waren 14 Tage lang kultiviert worden
und wurden danach mit der Hilfe eines Phasenkontrastmikroskopes untersucht.

Bei den weiteren vier Versuchsreihen erfolgte nach Zeitabstinden von jeweils drei
Tagen eine mikroskopische Beobachtung einschlieBlich Fotodokumentation und
computergestiitzter Messtechnik (Zeiss- Axiovision), welche insgesamt kein
nennenswertes Wachstum der Affenkorneaschnitte feststellen konnte.

Auch eine weitere Kultivierung iiber einen Zeitraum von 14 Tagen hinaus erbrachte
keine weiteren sichtbaren Wachstumszeichen dieser Gewebe.

Lediglich eine Zunahme der Fibroblastenzellen —wie in Abb. 5 gezeigt wird - stellt
sich mit ldngerer Kultivierungszeit dar, welches aber keinerlei Auswirkungen auf
Wachstumsverhalten des Epithelgewebes zeigte.

Keine Fotoserie aus der erstellten Fotobank mit ca. 850 Bildern liel somit einen
eindeutigen Wachstumsnachweis zu, wie es bei der Kultivierungsreihe der
Rattenkorneae der Fall gewesen war.

In allen Bildserien dieser Arbeit fanden kontinuierliche, computergestiitzte
Messungen und Beobachtungen statt, die bei allen Versuchsreihen moglichst
standardisiert worden waren.

Die Kultivierungsbedingungen, als auch die Erstellung der Hornhautschnitte,
wurden ebenso genau gleich zu den Methoden der Rattenkorneakulturen
durchgefiihrt.

GroBenunterschiede, die sich aufgrund der Schnitttechniken und der damit im
Zusammenhang stehenden Herkunft aus Peripherie oder Zentrum ergaben

wurden beriicksichtigt.
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Abb 7: Korneaslices von Callithrix jacchus (Weillbiischelaffe) nach drei Tagen

Kultivierung. Diese Slices stehen stellvertretend fiir alle Hornhautslices der

Affenkulturen. Bei keinem Korneaschnitt war Wachstum von Epithel zu sehen.

Abbildung a) zeigt einen zentralen Korneaslice, bei dem der Ursprungsslice eindeutig
abgrenzbar ist genauso wie in Abbildung b) sich der periphere Korneaschnitt ohne
Wachstum darstellt. Bei der braunliche Struktur am unteren Rand des Slices b) handelt

es sich um einen Anschnitt von Regenbogenhaut.
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2. Immunfluoreszenz

2.1. Nachweis von Hornhautepithel

Die Immunfluoreszenzfiarbung des kultivierten Korneagewebes erbringt im Rahmen
dieser Arbeit die Grundlage fiir den Nachweis von Wachstum des jeweilig
spezifischen Hornhautepithels. Somit ldsst sich in dem ausgewachsenen Gewebe
nach Auswahl des zugehorigen Antikorpers, spezifisch das Zellwachstum des
Ursprungsgewebes nachweisen. Auflerdem wird auf diese Weise dargestellt, dass
jedes gewachsene Korneaepithel vom Ursprungsepithel aus gewachsen und diesem
Hornhautepithel zugehorig ist.

Im Rahmen dieser Arbeit sind zehn hornhautspezifische Antikorper verwendet
worden, die jeweils eine im Hornhautepithel vorhandene Strukturkomponente (bzw.
deren Zellen) sichtbar machen kann.

Die hier gezeigten Bilder sind exemplarisch fiir eine Reihe von ca. 30 verschiedenen
Immunfluoreszenzbildern. Die Abbildungen 8. und 9. zeigen jeweils exemplarisch
das Ursprungsgewebe und Zellen von ausgewachsenem Hornhautgewebe angefarbt,
durch fiir Korneagewebe charakteristische Antikoper (hier: Chondroitinsulfat,
Collagen IV und Connexin 43).

Diese Aufnahmen zeigen durch ihre Anfarbung die Zugehorigkeit des neu
gewachsenen Gewebes zu seinem Ursprungsgewebe. In den Abbildungen 10. und
11. sind diese Zugehorigkeiten auch zu sehen, wobei lediglich das
Ursprungsgewebe streng markiert angefarbt ist, da dort kein Wachstum
stattgefunden hat. Die in Abbildung 10. b) einzeln dargestellten versprengt
angefarbten Zellen sind einige wenige Ursprungszellen, ohne -wie in dem
phasenkontrastmikroskopischen Bild zu sehenden- zu zu ordnenden neu
entstandenem Gewebe.

Abbildung 8 bis 11 zeigen exemplarisch eine Methode, die es erlaubte zwei
korneaspezifische Antikorper fiir die Farbung eines Slice anzuwenden. Dies

ermoglichte einen sparsameren Gebrauch dieser sehr teueren Substanzen.
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Abb. 8: a) und b).: Darstellung von Chondroitinsulfat in der Rattenkornea in vitro:

a) Phasenkontrastaufnahme zeigt links den Slice und nach rechts die
ausgewanderten Zellen.

b) Fluoreszenzmirkoskopische Aufnahme des gleichen Praparates zeigt bei einigen
Zellen (rote Pfeile) und im Slice eine deutliche Anfarbung, 15 Tage nach
Kultivierung (20 fache VergroBerung).

Abb. 9 : Collagen IV + Connexin 43 bei einem Korneaslices der Ratte peripher nach 15
Tagen Wachstum. In Abbildung a) ist der Ursprungsslice mit ausgewachsenen
Epithelzellen nach unten zu sehen, wobei in Abbildung b) in der Fluoreszenzaufnahme
einzelne Zellen (Pfeile) zu sehen sind, die eindeutig dem Ursprungsgewebe zugehorig

sind.
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Abb. 10: Collagen IV und Connexin 43 bei Affenkorneaslices nach 15 Tagen
Wachstum. a) Phasenkontrastmirkoskopische Aufnahme von ohne einen Nachweis von
gewachsenem Epithel. b) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme mit vereinzelten

Zellen (rote Pfeile), die aber keinem zusammenhidngendem Zellrasen zuzuordnen sind.

Abb. 11: Peripherer Korneaslice vom Affen nach 15 Tagen Kultivierung in der

a) Phasenkontrastmikroskopie und b) Fluoreszenzmikroskopie mit Collagen IV und
Connexin 43. Der Ursprungsslice ist ohne nachweislichem Wachstum deutlich zu
erkennen, da auch die im Randbereich angesiedelten Zellen in Abbildung b) in dem
Ursprungsgewebe verblieben sind und sich auBlerhalb des Gewebes keine

ausgewachsene Zelle befand, die sich fluoreszenzmikroskopisch zeigte.
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Die immunhistochemische Anfarbung dieser relativ grolen Gewebestiicke ist sehr
aufwendig, da durch die Dicke der Slices eine groBere Menge von Antikdrpern
verwendet werden muss, als dies bei der Anfiarbung von diinneren mikroskopischen
Schnitten der Fall ist. Trotz der Einhaltung der jeweiligen Verdiinnungsstufen kann es
zu einem Uberstrahlen des Ursprungsgewebes im Vergleich zum neu gewachsenen

Gewebe kommen.
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D. Diskussion

Die Untersuchung des Wachstumsverhaltens von kornealem Gewebe aus peripheren
und zentralen Hornhautbereichen muss Spezies spezifisch betrachtet werden, da sich
gezeigt hat, dass viele Unterschiede zwischen tierischer und menschlicher Kornea im
Bezug auf ihre Wachstumspotenz zu beriicksichtigen sind [2].

So zeigten schon Ebato et al. (1987) ein unterschiedliches Wachstumsverhalten
zwischen zentralen und peripheren Anteilen menschlicher Kornea, jedoch konnten
durch die Ermittlungen der normierten Werte diese Wachstumsunterschiede in
verwendeten Slice- Modellen mit Rattenkornea nicht immer bestétigt werden [33].
Unter Beriicksichtigung der Ausgangslange hatten dort die Slices, unabhéngig von ihrer
Herkunft aus Peripherie oder Zentrum, ein anndhernd identisches Wachstumsverhalten.
Die morphologischen Studien und Wachstumsbeobachtungen des Hornhaut- Slices
stellen ein biologisch aktives und stabiles System dar, welches vielfdltige Aspekte der
in- vivo Situation berticksichtigt, aber doch von vielen Einflussfaktoren abhéngig ist [4].
Bedeutend erscheint in diesem Zusammenhang die Gestaltung und Verbesserung der
Kulturbedingungen. Beispiel fiir eine deutliche Verbesserung der Kulturbedingungen
fiir Hornhautgewebe ist die besonders sorgfiltige Wahl des Kulturmediums und auch
die Kultivierung auf gelatinebschichteten Petripermschalen.

Das Kultivierungssystem des Hornhaut- Slice in- vitro, welches in dieser Arbeit
verwendet wurde, ermoglicht es Wachstumsprozesse des Hornhaut- Epithels allein, als
auch Interaktionen mit Endothelzellen zu untersuchen.

Die Kultivierung des Hornhaut- Slice in- vitro, als organtypisch aufgebautes
Scheibenkulturmodell, beriicksichtigt die gesamte Hornhaut mit ihren drei Schichten
und stellt somit ein physiologisch zusammenhédngendes Gewebe dar. Hierbei wiachst das
Hornhaut- Epithel als konfluente Schicht in- vitro aus und kann auf diese Weise
grof3flichig als zusammenhéingendes Syncytium untersucht werden. Darin liegt auch der
Vorteil gegeniiber dissoziierten Zellkulturen ( Hainsworth, 1991; Anderson et al., 1993;
Kahn et al., 1993) [13] [21], die eine Unterbrechung von Zellkontakten zwischen den
einzelnen Schichten der Kornea bewirken.

Im Allgemeinen konnen viele Faktoren diskutiert werden, die Einfluss auf das

Wachstum in der Hornhaut haben konnen.
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Dies beginnt bei der Wahl der Spezies, dessen Hornhaut im in- vitro- Slice Modell
kultiviert werden soll. So war im Verlauf dieser Arbeit zu sehen, dass Rattenkornea
auch bei weniger anspruchsvollen Kultivierungsbedingungen ein besseres Wachstum
zeigte, als dies bei der Hornhaut von Affen der Fall war. Bei dieser Erkenntnis muss
hinterfragt werden, ob das hier angewandte Modell der Kultivierung von Kornea Slices
bei Ratten auch ein Verfahren darstellt, welches es ebenfalls ermoglicht Hornhéute
hoher entwickelter Spezies, wie von Affen, erfolgreich kultivieren zu konnen.
Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass der Aufbau von Ratten und Affen
Kornea dhnlich ist. Unterschiede sollten aber Beachtung finden. Dies beginnt bei den
verschiedenen Groflenabmessungen der Kornea und geht bis zu anatomischen
Unterschieden, die zum Beispiel darin liegen, dass ausschlieBlich Primaten eine
Basalmembran besitzen, wohingegen sie bei Versuchstieren wie Kaninchen, Ratten oder
Mausen fehlen [19].

Wenn die Theorie weiterhin Bestand hat, dass das Wachstum und die Regeneration
verletzter Korneaareale von der Peripherie aus geht -da dort Stammzellen fiir eine
schnellere Zellerneuerung verantwortlich sind- so ist zu iiberlegen, ob dabei sowohl die
Unterschiede, als auch die daraus resultierenden Anforderungen an ihre
Kultivierungsbedingen eine Rolle fiir das Wachstum von Kornea in- vitro spielt [36].
AuBerhalb dieser reinen morphologischen Unterschiede ist bisher immer noch nicht
eindeutig gekldrt, wodurch sich dieses unterschiedliche Wachstumsverhalten bei den
Spezies und bei peripheren und zentralen Kornearegionen erkldren lassen. Diese
Grundlagen stellen aber gerade bei der Wahl therapeutischer Methoden zur Reparation
von Hornhautdefekten eine wesentliche Rolle dar [5].

Eine der therapeutischen Optionen ist, neben der Transplantation kompletter Hornhéute,
die Transplantation von isolierten und in- vitro kultivierten Epithel- oder
Endothelzellen. Das humane korneale Endothel ist in vivo nur eingeschriankt
teilungsfahig und geschéddigtes Endothel kann bisher nur durch die Transplantation
einer Spenderhornhaut ersetzt werden. Daher gilt seit Jahren ein besonderes Interesse
der Transplantation von kultivierten kornealen Endothelzellen auf Hornhdute mit
anschliefenden Regenerations- und Funktionsstudien in vivo und in-vitro. Die Mehrheit
dieser Arbeiten verwendeten fiir diese Untersuchungen vor allem Hornhdute von

Spezies (z.B. Kaninchen) bei denen Proliferationsvorgéinge nach Verletzungen bereits
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natiirlicherweise vorkommen [8]. Im Tiermodell mit Kaninchen oder Primaten konnte
gezeigt werden, dass endothelzelltransplantierte Hornhdute nach Keratoplastik normale
Funktionen libernahmen und die Hornhéute transparent blieben.

Bei humanem Gewebe wurde speziell fiir die Transplantation von Endothelzellen die
Erhohung der Endothelzelldichte durch das Einfiigen der Zellen in den bestehenden
Endothelverband von Hornhduten experimentell mit bisher weniger Erfolg versucht.
Verwendungen fanden vor allem fetale Zellen oder Priméarkulturen. Die Schwierigkeiten
lagen darin, menschliche korneale Endothelzellen iiber einen lingeren Zeitraum zu
kultivieren und iiber mehrere Passagen zu vermehren.

Wenig Informationen gibt es liber das Verhalten und die Funktion von menschlichen
Zellen nach derartigen Transplantationen, wobei nach Aussage der Meisten diese
Transplantate versagten [8].

Probleme bei der Kultivierung von menschlicher Hornhaut bereitet vor allem
langfristiges Wachstum dieser Endothelzellen zu erreichen. Humane korneale Zellen
des Endothels konnten nur dann iiber einen ldngeren Zeitraum kultiviert werden, wenn
sie aus embryonalem Gewebe oder von jungen Spendern isoliert wurden [9] [16] [17]
[1]. Probleme entstanden auBerdem bei kornealen Endothelzellen von Hornhduten
alterer Spender, die entweder nicht wuchsen oder sehr schnell Zeichen der Zellalterung
zeigten [30] [32]. Diese Schwierigkeiten der Kultivierung von Endothelzellen lassen
sich auch auf die Epithelzellen iibertragen.

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse gehen mit vielen bereits anerkannten
wissenschaftlichen Erkenntnissen iiberein, dass es zwischen dem Wachstum der
zentralen und der peripheren Korneaareale bei der Ratte keine signifikanten
Wachstumsunterschiede gibt, bei gleichen Wachstumsbedingungen. Dabei hat die
Immunfluoreszenztechnik nachgewiesen, dass es sich hierbei um authentisches
Korneaepithel handelt.

Es konnten in dieser Arbeit aber Unterschiede zwischen Hornhautepithelwachstum und
Endothelwachstum aufgezeigt werden.

Das Hornhautepithel unterliegt, so wie die anderen grolen Korperoberflachen, gro3en
Zellerneuerungsraten. Die Zellen der Basalschicht bieten die Fahigkeit zur Zellteilung
[14]. Der Abbruch des Kontaktes zur Basalmembran hat auch den Verlust der

Zellteilung zur Folge, so dass die obersten Zellschichten zu post-mitotischen Zellen
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werden [25]. Dies zeigt, dass nur die Zellen der Basalschicht die Fahigkeit zur
Zellteilung haben [14], aber sich die Zellerneuerung sowohl in vertikaler als auch in
horizontaler durch zentripetal vom Limbus einwachsende Zellen vollzieht [24]. Daraus
entstand die X-Y-Z —Hypothese von Thoft and Friend (1983), die beinhaltet, dass zur
Erreichung eines Zellgleichgewichtes die Proliferation der Basalzellen (X) plus der
Proliferation der Limbuszellen (Y) den Zellverlust (Z) der Hornhautoberfldche
ausgleichen. Auf diese Weise wird alle sechs bis zehn Tage das Korneaepithel erneuert.
Diesem Modell gegeniiber steht das neuere Modell von Schermer et al., welches von der
Existenz kornealen Stammzellen ausgeht [34], die als Reservezellen zur
Zellproliferation bei Notwendigkeit der Zellerneuerung zur Verfiigung stehen und so
Zellverluste ausgleichen, aber Zelliiberschuss vermeiden. Diese Stammzellen befinden
sich nach Schermer et al. ausschlieBlich im basalen Limbusepithel und kommen weder
in zentralen noch im peripheren Hornhautepithel vor. Der Nachweis dieser im
Limbusepithel existierenden Stammzellen fehlt noch, auch wenn eine mathematische
Analyse der Zellwanderungsbewegungen und der zelluldren Proliferation bestitigte,
dass das Hornhautepithel durch die von den Stammzellen ausgehende Proliferation
aufrecht erhalten werden kann [36].

In gleicher Art deuteten die Ergebnisse fiir die Regenerationsvorgidnge von
Korneaendothel in der Arbeit von Engelmann et al. [8] auf die Bedeutung der
Limbusregion und ihre regulierende Funktionen auf die Regeneration des Endothels hin.
Allerdings ist die Regenerationsfdhigkeit des Korneaendothels sehr schlecht und
Defekte konnen nur durch Verdiinnung und Ausbreitung der benachbarten Zellen [3]
repariert ~ werden, weshalb  hier das  besondere Interesse auf  der
Endothelzelltransplantation mit in- vitro Kultivierung des humanen Korneaendothels
liegt. Da intaktes korneales Endothel durch Wachstumsfaktoren wenig beeinflusst wird,
oder nur geringfiigig durch Zusdtze der Ndhrmedien [26], konnte die Qualitdt des
Endothels durch Endothelzelltransplantation verbessert werden.

Es erschienen aber auch bei den mit dieser Arbeit vergleichbaren Experimenten von
Bednarz et al. [2] regionale Unterschiede in dem Wachstumsverhalten von
Endothelzellen. Wéhrend dort vom Zentrum der Hornhaut isolierte Endothelzellen
kaum Mitosen zeigten, proliferierten die vom Rand der Hornhaut isolierten Zellen.

Auch weitere Versuchsreihen mit auf Substrathornhduten transplantierten
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Endothelzellen, die zeigen sollten, wie sich unterschiedliche Endothelzell- Populationen
nach einer Zelltransplantation auf der extrazelluldren Matrix von Hornhéduten verhielten
und ob ein unterschiedliches Proliferationsverhalten zu beobachten war, hatten ein
eindeutiges Ergebnis: Die auf der extrazelluliren Matrix ausgebreiteten zentralen
Endothelzellen proliferierten kaum, wo hingegen bei den peripheren Zellen nach
Transplantation abgerundete Zellformen zu erkennen waren, die auf Zellteilung
hinwiesen [2].

Diese vielen Hinweise auf ein unterschiedliches Wachstumsverhalten, sowohl bei
peripheren, als auch zentralen kornealen Epithel- als auch Endothelzellen- fiihren zu
vielen Riickschliissen. Es gibt eindeutige Hinweise darauf, dass die Limbusregion mit
thren dort befindlichen Stammzellen sowohl beim Epithel, als auch beim kornealen
Endothel regulierende und damit wachstumsproliferierende Impulse geben kann [6].
Um aber den Riickschluss zu zu lassen, dass periphere Korneaareale eindeutig stirkeres
Wachstum zeigen, als zentrale Bereiche, muss eine differenziertere Betrachtungsweise
durch die Ergebnisse dieser und weiterer Arbeiten geschehen. Diese Betrachtung fiihrt
wieder zu den Spezies spezifischen Unterschieden wie sie bei den
Wachstumsbedingungen von kornealem Endothelzellen [18] [20] [28] bereits
nachgewiesen wurden.

Der Anteil der Untersuchungen mit kornealen Epithelzellen ist deutlich geringer.
Trotzdem kann festgestellt werden, dass bei hoher entwickelte Spezies andere
Wachstumsvorgénge beobachtet werden und dabei auch andere
Wachstumsbedingungen notwendig scheinen [2].

Diese Versuchsdurchfiihrung ist fiir periphere als auch zentrale korneale Epithelzellen
der Ratte ausreichend und erzeugt gute Wachstumsproliferation, aber fiir korneales
Gewebe von Primaten ist dies wiederum nicht der Fall.

Insgesamt ist zum unterschiedlichen Wachstum von Ratten und Affenkornea in der
Kultur zu sagen, dass die Beobachtungen bei den Korneaslices abhingig von der
Spezies (Affe oder Ratte) aber unabhdngig von Herkunftsort (aus zentralen oder
peripheren Korneaabschnitten) zu treffen waren. Dies bedeutet, dass die
Wachstumsgeschwindigkeit bei dem jeweiligen Individuum als relativ einheitlich zu

sehen ist, die Spezies im Vergleich untereinander aber sehr unterschiedlich sind, was
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sich darin ausdriickte, dass die Rattenkornea sehr stark, die Affenkorneaexplantate
(Abb. 7, 10 und 11 ) gar nicht in dieser Kultur wuchsen.

Lediglich ein Auswuchs von spindelférmigen Fibroblasten ist bei beiden Gewebe-
explantaten von Affen und Ratten zu beobachten (Abb. 5).

Das initiale Auswachsen von Rattenkornea war bereits nach durchschnittlich 12 h zu
sehen. Dies stellte sich in Form von Proliferation distal gelegener Hornhaut- Zellen dar,
so dass eine neue Zellschicht von polygonal angeordneten Zellen sichtbar wurde, die
traubenformig auswuchs.

Die Wachstumsrichtung dieses proliferierenden Epithels zeigte sich primir vom Slice
weg, wobei spdter auch iiber das Stroma in Richtung Endothel ein Auswachsen zu
sehen war.

In der Zeit stirkerer Zunahme der Zellschichten war eine Ausbreitung der
Hornhautzellen auf dem Boden der Petripermschalen zu erkennen, welche nach 2-3
Tagen eine geschlossene, ellipsoid geformte Zellschicht um das Explantat ausbildete. Es
hatte sich ein Zellrasen gebildet, der den Kontakt zum Ursprungsslice beibehielt, und
dessen eigentliche Proliferationszone nicht im Bereich der Wachstumsfront, sondern in
slice nah ausgerichteten Zellschichten angeordnet war. Durch Zellteilung neu
entstandene Zellen hatten bereits ausgebildete Zellschichten in der vorderen Linie

angelagert.

Wie viele Untersuchungen noch notwendig sind, werden durch diese vielen Ansitze
unterschiedlichen Wachstumsverhaltens verschiedener Individuen unter verschiedenen
Bedingungen deutlich. Die zeitliche Darstellung des Wachstums von Rattenkornea aus
zentralen und peripheren Bereichen in der fotografischen als auch rein statistischen
Darstellungen zeigt auch ein lineares Verhiltnis zwischen Zeitdauer und Wachstum,
welches einen deutlichen Zusammenhang zu gleichméfig ausgepriagtem Wachstum
beider Areale zu ldsst. Die Abbildungen mittels immunfluoreszierender Darstellung der
wichtigsten Antikdrper im kornealen Epithelgewebe deuten ebenfalls auf die
ausgeglichene Ausprigung von neu entstandenen Epithelzellen in beiden
Gewebebereichen. Die Schwierigkeiten in der Qualitdt der Darstellung werden durch
die Verfahren der immunfluoreszierenden Anfiarbung robust fixierter Gewebe erzeugt,

die teilweise nur durch den Gebrauch betridchtlicher Mengen an Antikérpern moglich
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wurde. Aufgrund der groen Schichtdicken der Slices war eine Vielzahl von Farbungen
notig, um {iberhaupt einzelne Zellen der jeweiligen Gewebe sichtbar zu machen.
Wahrscheinlich ist, dass trotz groBter Sorgfalt und Riicksichtnahme auf das
empfindliche neu entstandene Korneaepithel ein Abscheren von Gewebe von dem
Ursprungsslice nicht zu verhindern ist und dadurch das immunfluoreszierende Gewebe
in seinem Durchmesser lange nicht mehr die Grofle darstellt, wie bei den Aufnahmen

der mikroskopischen Fotodokumentation.

Die Hornhautperipherie als auch das Hornhautzentrum von Ratten in diesem Hornhaut-
Slice in- vitro Modell stellen regenerative Bereiche fiir das Epithel dar. Dieses Modell
ist ausgesprochen geeignet um Untersuchungen der Pathophysiologie von
Hornhauterkrankungen und auch von regenerativen Prozessen nach traumatischen
Verletzungen darzustellen. Der Gebrauch dieses Modells ist bei nahezu allen Spezies
moglich, was neben den durchgefiihrten Versuchen auch bereits bei anderen
Untersuchungen festgestellt wurde [40].

Zukiinftige Arbeiten sollten weiter das Ziel haben, mittels dieses Models Grundlagen zu
schaffen, um Epithelwachstumsbedingungen zu optimieren und so Hornhautepithel
dauerhaft in- vitro ziichten zu kénnen. Dadurch konnte ein neues selektives Verfahren
zur Behandlung therapierefraktirer = Hornhauterkrankungen —wie schweren
Verletzungen, Erosionen, Verdtzungen etc.- in Form von Epitheltransplantationen
etabliert werden. Die Reepithelialisierung der Hornhaut in geschédigten Arealen, als
auch die Ziichtung von Korneagewebe (so genanntes ,tissue- engineering®), wie es
bereits heutzutage in vielen Bereichen der Medizin durchgefiihrt wird, stellen hier unter
Anderem die gesetzten Ziele dar.

Allerdings ist bei dieser Vision aktuell zu beriicksichtigen, dass der Zell-turn-over der
Epithelzellen so hoch ist, dass ein Patient stindigen Re-Operationen ausgesetzt wire.
Insgesamt ist das Verstindnis der Zellbiologie, Morphologie und Physiologie der
Kornea allgemein der Schliissel mit dem Zukunftsperspektiven des selektiven
Gewebeersatzes im Auge erreicht werden konnen, damit die auch in der heutigen Zeit
mit vielen Problemen behaftete Hornhauttransplantation mittelfristig vielleicht nicht
vollstindig ersetzt, aber eine gleichberechtigte Therapiealternative bekommen kann.

Um dies zu erreichen sind noch viele Untersuchungen notwendig.
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E. Abkiirzungen:

AK
FKS
HBSS
min.
PBS
PFA

SD
Stabwn

Antikorper

Fetales Kélber Serum

Hanks Balanced Salt Solution
Minutes (Minuten)

Phosphate- Buffered Salt Solution

Paraformaldehyd

Standardabeichung
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I. Anhang:

I.
Periphere Corneaslices Ratte nach 3 Tagen (in
Hm?) Zentrale Corneaslices nach 3 Tagen (in pm?)
Slice Slice
1| 247158,79 352596,54 1 159154,11
2| 281363,91 281363,91 2 313932,03
3| 151188,79 151188,79 3 473743,39
4 93969,18 93969,18 4 402237,59
5| 340696,78 340696,78 5 343394,27
6| 434149,37 434149,37 6 424386,33
7| 128562,22 128562,22 7 358739,8
8| 228035,46 228035,46 8 0
9| 190507,83 190507,83 9 0
10| 397361,93 397361,93 10 225304,08
11 88279,41 88279,41
12| 406066,53 406066,53
13| 241759,08 241759,08
14| 197884,43 197884,43
15| 194672,16 194672,16
16| 332884,73 332884,73
Mittelwert 247158,79 253748,65 275065,28
Stabwn.: 106306,90 109327,7219 168615,5
Mittelwert: 250453,72




II.

Bilder periphere Corneaslices Tag 6 (in pm?)

Bilder zentrale Corneaslices Tag 6 (in pm?)

Slice Slice
1 135062,50 1 0,00
2 84651,51 2 0,00
3 592294,64 3 390097,12
4 156052,73 4 245073,23
5 635055,85 5 0,00
6 1013589,50 6 419517,88
7 823575,73 7 329808,59
8 557150,74 8 212727,79
9 80767,57 9 267910,76
10 0,00 10 814462,71
11 909795,96 11 346648,91
12 536269,60 12 472841,82
13 561700,04 13 267597,92
14 564567,01 14 600642,22
15 222135,62 15 145079,79
16 574523,89 16 302266,69
17 672587,99 17 252832,09
18 342149,20 18 692575,67
19 0,00 19 348086,91
20 0,00
21 0,00
22 0,00
23 0,00
24 0,00
25 397834,35
26 791800,08
27 206977,61
28 592376,68
29 0,00
30 661520,38
Mittelwert 370414,64 321482,64
Stabwn.: 317555,13 213615,65




I11.

Periphere Corneaslices Ratte nach 9 Tagen (in pm?)

Zentrale Corneaslices Ratte nach 9 Tagen (in pm?)

Slice Slice
1 488315,38
2 645852,99 1 942682,34
3 225648,12 2 517473,78
4 1009433,28 3 366428,34
5 1588273,87 4 100402,75
6 1787315,91 5 484416,11
7 344537,45 6 620913,00
8 0,00 7 369327,77
9 366337,28 8 349287,79
10 1462757,13 9 762069,18
11 825212,97 10 801016,78
12 464417,60 11 418220,53
13 378959,19 12 296094,58
14 411584,11 13 294748,54
15 232356,66 14 744466,13
16 286122,37 15 1858892,93
17 386944,35 16 757802,08
18 270042,06 17 1489904,15
19 351134,20 18 660997,47
20 398334,72 19 394870,00
21 0,00 20 132021,53
22 654362,86 21 0,00
23 259318,85 22 0,00
24 439159,37 23 0,00
25 1579602,62
Mittelwert: 594240,93 537479,82
Stabwn: 491554,97 443353,18




IV.

Periphere Corneaslices Ratte nach Sa- Di 12 Tagen (in pm?)

Zentrale Corneaslices Ratte nach Sa- Di 12 Tagen (in pm?)

Slice Slice
1 454176,73 1 0,00
2 1611089,77 2 0,00
3 426805,23 3 392452,01
4 388445,45 4 323110,86
5 362205,41 5 425183,31
6 478564,96 6 2274571,95
7 460678,81 7 1505669,81
8 299534,05 8 2249677,95
9 191317,43 9 0,00
10 371078,61 10 912889,23
11 615894,89 11 0,00
12 2802943,85 12 2315242,43
13 1914194,01 13 494371,19
14 1550033,10 14 127245,04
15 2542264,53 15 2142359,29
16 1458345,78 16 1491632,45
17 738658,25 17 583387,18
18 1364036,70 18 533765,06
19 1881354,52 19 2732742,61
20 1025067,32 20 920640,88
21 0,00 21 0,00
22 0,00
Mittelwert: 951667,70 924997,20
Stabwn: 795885,62 904555,68




V.

Periphere Corneaslices Ratte nach Di- Fr. 15

| Tagen Zentrale Corneaslices Ratte nach Di- Fr. 15 Tagen (in um?)
Slice 292914,76 Slice 175406,62
1 616978,57 1 201444,71
2 480037,21 2 343598,92
3 37193,15 3 0,00
4 582143,92 4 254286,32
5 515658,03 5 94268,50
6 2745734,16 6 131265,11
7 430452,96 7 0,00
8 3946041,31 8 182862,56
9 259369,34 9 232207,90
10 317199,30 10 0,00
11 354017,40 11 475478,90
12 283085,90 12 534864,97
13 511914,73 13 1005476,32
14 251151,58 14 273106,48
15 387041,72 15 222642,30
16 607201,11 16 652859,05
17 2293817,65 17 0,00
18 534994,79
19 0,00
20 0,00
21 304792,87
Mittelwert: 715988,20 265542,70
Stabwn: 957703,28 255151,14






