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Flr meine Mutter

Das Auge:

Man halt es kaum fir moglich, dass ein so kleiner Raum die Bilder des ganzen Weltalls zu
fassen vermag! O grofartiges Geschehen! Welcher Verstand kdnnte diese Naturer scheinung
ergrunden? Welche Sprache kénnte ein solches Wunder erklaren? Gewiss keine! Das fuhrt den
menschlichen Snn zur Betrachtung des Gottlichen.

Leonardo Da Vinci (1452-1519)

Nil tam difficile est, quin quaerendo investigari possiet.
Nichtsist so schwierig, dass es nicht durch Nachforschen aufgesplrt werden kénnte.
Terenz (190 v.Chr.-159 v. Chr.), Heautontimorumenos 675
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1. EINLEITUNG

1.1 Die Hornhaut

Die durchschnittlich 11,5 mm grof3e transparente Hornhaut des Auges ist einer der wichtigsten
Bestandteile des optischen Systems und stellt mit ihren 43 dpt die grofte Brechkraft des Auges
dar. Aufgebaut wird die Cornea aus insgesamt funf Schichten, wobei das Epithel aus dem
Ektoderm, die restlichen Hornhautschichten jedoch aus dem Mesenchym hervorgehen. An der
Oberflache des Auges liegt ein unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel, das eine gute
Regenerationsféahigkeit bei Verletzungen besitzt. Man kann das aus etwa 57 Zellschichten
bestehende Epithel in Basal-, Intermediar- bzw. Fltgel- und Superficialzellen unterscheiden. Die
Epithelzellen sind untereinander durch Desmosomen verbunden und vor adlem die
Superficialzellen bilden Zonulae occludentes, die hierdurch den Interzellulérspalt verschlief3en
und eine Diffusionsbarriere bilden. Die Basalzellen sitzen auf einer Basalmembran, die mit der
Bowmann’ schen Membran (auch Lamina limitans anterior genannt) verankert ist. Diese besteht
aus kollagenem Bindegewebe, das nicht regenerationfahig ist und daher bei einer Verletzung mit
einer Hornhautnarbe abheilt. Die Bowmann’sche Membran geht kontinuierlich in das Stroma
Uber, das mit etwa 450-500 um ca. 90% der Hornhautdicke ausmacht und groéfdtenteils aus
extrazellularem Material aufgebaut ist. Es besteht aus etwa 200-250 Lamellenschichten, in denen
parallel ausgerichtete Kollagenfibrillent?3* in enem hexagonalem Gitter liegen.® Die
vorherrschenden Collagene, aus denen die Fibrillen und die Lamellen bestehen, sind die
Collagentypen | und V.®" Keratozyten bzw. aktivierte Fibroblasten (Abb.1) liegen in einer
proteoglykanreichen Grundsubstanz vor, die aus Chondroitinsulfat und Keratansulfat besteht und
die Fibrillen auseinanderhélt. An das Stroma schliefdt sich die Descemet-Membran (auch Lamina
limitans posterior) an, die ebenfalls aus einem Kollagenfibrillengitterwerk besteht und einer
Basalmembran entspricht. Ihr angelagert ist das einschichtige Endothel, das aus hexagonalen
Zellen besteht. Diese Zellschicht ist nicht regenerationsféhig und gleicht einen Zellverlust nur
Uber VergrofRerung der verbleilbenden Zellen aus. Das Endothel ist vor alem fir die
Dehydratation des Stromas durch eine aktive lonenpumpe und durch selektive Diffusion
verantwortlich.

Insgesamt ist die Hornhaut ein sehr bradytrophes und gefél¥freies Gewebe, das hierdurch nur
schlecht regenerationsfahig, jedoch immunologisch gerade dadurch fir Transplantationszwecke
bevorzugt ist.>*3*" Innerviert wird die Cornea vom N.Trigeminus. Die Nahrstoffversorgung der

Hornhaut wird tUber Diffusion aus dem Randschlingennetz der Bindehautgefél3e und durch Stoff-
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und lonenaustausch aus dem Kammerwasser und dem Tranenfilm bewerkstelligt. Der

Tranenfilm enthalt das bakterizide Ferment Lysozym, das das Auge vor Infektionen schiitzt.2%34

1.2 Augentropfen und ihre Probleme

Viele okulare Erkrankungen machen eine medikamentdse Therapie mit Augentropfen
unumganglich. Zu diesen Erkrankungen gehdren das Glaukonf®,  Uveitiden',
Keratokonjunktivitis sicca™'?, aber auch die immer populdrer werdenden refraktiven
Operationen wie LASIK oder PRK, die mit einer nachfolgenden Trockenheit des Auges

131415 Das , Trockene Auge* zum Beispiel, an dem ca. 10 Mio. Deutsche leiden'™,

einhergehen.
entsteht entweder durch eine mangelnde Tranensekretion (hypovolamisch — mit Assoziation oder
auch ohne SogrenSyndrom) oder durch eine verstérkte Verdunstung der Tranen
(hyperevaporativ - z.B. im Zusammenhang mit haufigem Kontaktlinsentragen oder langer
Bildschirmarbeit). Dies fuhrt zu Stdrungen des Tranenfilms bzw. seiner Stabilitét und folgend
zu Epitheldefekten, wodurch es zu einer gesteigerten Permeabilitét der Hornhaut und hiermit zu
einer Stérung der Barrierefunktion kommt.***2 Auch eine verminderte Oberflachensensibilitat
ist bei diesen Patienten, aber auch nach refraktiver Korrektur durch Durchtrennung von
Nervenfasern und nachfolgender verminderter Tranenproduktion, anzutreffen.'4>16

In den meisten Augentropfen sind Konservierungsmittel enthalten, die zum einen antiseptisch,
insbesondere gegen Bakterien und Pilze wirken, zum anderen die Haltbarkeit der Tropfen
steigern sollen. Meistens sind diese Konservierungsmittel allerdings in hohen Dosen toxisch fir
das Hornhaut-Epithel, haben einen negativen Einfluss auf die Trénenzusammensetzung und
kénnen Allergien hervorrufen. Eines der haufigsten in  Augentropfen verwendeten
Konservierungsmittel ist Benzalkoniumchlorid (BAC). Neben seiner toxischen Wirkung auf
Hornhautzellen, erhoht es zusétzlich die Hornhautpermeabilitdt. Hierdurch koénnen die
Medikamentenwirkstoffe starker ins Auge penetrieren und dort Wechsel- und Nebenwirkungen
hervorrufen, andererseits konnen auch tieferliegende Hornhautschichten durch diese
Permesbilitatssteigerung direkt geschadigt werden'*8%° (siehe Kap. 1.4.1). Cetrimid, das auch
haufig Verwendung findet, ist in héheren Dosen ebenfalls toxisch firr das Hornhautepithe?®2*
(sehe Kap.1.4.2). Polyquad (Polyquaternium-1 bzw. Polidroniumchlorid), ein neueres
Konservierungsmittel, gehort wie auch BAC und Cetrimid zu den quartd&ren Ammonium-
verbindungen. Es scheint alerdings weniger toxisch zu sein as Benzalkoniumchlorid und ist
hierdurch auch fiir 1angere Behandlungen anwerdbar.?#%2*2° Thiomersal bzw. Thimerosal, eine

Quecksilberverbindung, wird aufgrund seiner seit langem bekannten schwer toxischen Wirkung
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und schwerer allergischer Reaktionen, wie z.B. ener follikuldren alergischen Kontakt-
Konjunktivits mit teilweise schwerer Lid-Dermatitis, nur noch selten verwendet.?%2"2

Insgesamt lautet die momentane Empfehlung, bei mehr a's vier Tropfanwendungen pro Tag eher
unkonservierte Tropfen zu verwenden. Viele Medikamente und Tranenersatzmittel sind in
Einzeldosisbehdltern erhaltlich, wodurch auch ohne Konservierungsmittel ein guter Keimschutz

gewahrleistet werden kann.?

1.3 Keratozyten
1.3.1 Primére Keratozyten (HCKp)

4 e g iy 7 & 31 :. : il , ) . B - _. -I;-. g e Tt i‘i,‘;__ﬁ‘._. i N i
Abbildung 1: A: Keratozyt im Ruhezustand; B: aktivierter Kaninchen-Keratozyt (stromaler Fibroblast) mit

durch Aktivierung der Kollagen-Syntheseleistung elektronendichtem, prominentem endoplasmatischen
Retikulum. Balken = 1um. (B: mit Genehmigung aus Rieck et al. 3°)

Primére Keratozyten liegen in nur sehr geringer Anzahl in einer proteoglykanreichen Grund-
substanz der extrazelluldren Matrix zwischen aus Collagen | und V bestehenden Lamellen aus
Kollagenfibrillen vor. Diese flachen, dendritischen Zellen sind mesenchymalen Ursprungs und
befinden sich in der unverletzten Hornhaut in der GO-Phase, also in einem Ruhezustand, waobei
sie durch zellulére Audéufer mit einander verbunden sind. Durch Gap Junctions bilden sie ein
Synzytium.®” lhre Funktion ist es, die extrazelluldre Matrix und die Kollagenfibrillen zu
synthetisieren. Keratansulfatproteoglykane, zu denen die Molekile Lumican, Keratocan und
Mimecan zahlen, stabilisieren die Kollagenfibrillenabstande und stellen mit 60% den grofdten
Anteil an Proteoglykanen im Stroma®*® Decorin, ein Chondroitin-/Dermatansul fatproteoglykan,
ein weniger hydrophiles Proteoglykan, ist fur longitudinale Verbindungen der Kollagenfibrillen
verantwortlich und kommt vor allem im anterioren Teil des Stromas vor. Dies erklart, warum bel
einer Schwellung der Hornhaut ebendiese vom posterioren zum anterioren Abschnitt abnimmt.3*
Die Proteoglykane sind entscheidend fur die Stabilitét und Transparenz der Hornhaut, die auch
unter starker Beanspruchung und nach Schwellung noch gegeben ist.®?
10



Eine Theorie zur Transparenz der Cornea entwickelte Maurice, wobei er annahm, dass die
Fibrillen durch jeweils sechs Proteoglykane in regelmafdigen Absténden von etwa 60° mit ihren
nahesten Nachbarn verbunden sind.>*® Durch eine parallele Anordnung der Lamellen und der
gleichmalligen Verteilung der Kollagenfibrillen mit Bildung eines perfekten hexagonalen
Kristallgitters sollte so die Transparenz der Cornea durch konstruktive bzw. destruktive
Interferenzen gesichert werden, wodurch sich die geringe Streuung des Lichts von <1% ergab.
Muller et al. zeigten, dass anscheinend die Proteoglykane langer sind al's der Fibrillenabstand, so
dass er die neue Theorie entwickelte, dass ebenfalls sechs Proteoglykane nicht mit der néhesten
Nachbarfibrille verbunden sind, sondern mit der néchst- ndhesten, wobei sie dabei ein ringartiges
Netzwerk bilden, das die Kollagenfibrillen umschlieft.3*

Auch die Keratozyten an sich spielen eine entscheidende Rolle bei der Transparenzerhaltung der
Hornhaut. Es wurde festgestellt, dass die Keratozyten in einer geschadigten Hornhaut die
Hauptquelle fir eine erhohte RuUckstreuung des Lichts und damit fir eine Tribung
verantwortlich sind.**% Um dies zu verstehen, muss man die Rolle der Keratozyten bei der
Wundheilung einer verletzten Hornhaut betrachten.

1%"und Fas

Bel Verletzung des Epithels kommt es zu einer Freisetzung von insbesondere IL-
Ligand®® durch das Epithel. Diese gelangen in das Stroma, wo sie an  Keratozyten binden, die
IL-1 und Fas Rezeptoren aufweisen, und setzen hierdurch eine ganze Reaktionsreihe in Gang.
Eines der ersten Veranderungen, die im Stroma induziert werden, ist das Phdnomen der
»disappearing keratocytes‘. Durch Apoptose gehen Keratozyten im vorderen Stromagebiet kurz
nach Verletzung des Epithels unter.>3%340 Durch starkere Tranensekretion wird die Wunde
gespult, wobei aber durch die gestorte Barrierefunktion der Hornhaut die in den Tranen
enthaltenen Faktoren die Keratozytenapoptose noch zusétzlich triggern konnen. 041424344 A f
der anderen Seite wirkt IL-1 stimulierend auf die Bildung von chemotaktisch wirkenden
Zytokinen durch Keratozyten und fuhrt einige Stunden nach Verletzung zu einer Aktivierung
der verbliebenen ruhenden Keratozyten, wodurch diese beginnen zu proliferieren und zur Wunde
hin zu migrieren.53%%4° Dje aktivierten Keratozyten sind groRer und weisen einen
fibroblastischen spindelférmigen Phanotyp auf.” Sie beginnen MMP (Matrix Metalloproteinasen)
zu bilden, die notwendig fur den Wiederaufbau des Stromas sind. Die Matrix Metalloproteinasen
fuhren zu einem Abbau von sowohl kollagenen wie auch zelluléren Bestandteilen und hiernach
zu einem Wiederaufbau der extrazellularen Matrix.63%3%49%° Es wird vermehrt Collagen 111 und
fetales Collagen synthetisiert, die nur im fibrotischen Gewebe (in Zusammenhang mit einer a-

SMA Expression (siehe unten)) und nicht in einer gesunden Cornea vorkommen. Aul3erdem
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kommt es zu einer verminderten Keratansulfatproteoglykansynthese und einer verstérkten
Synthese von Dermatan/ Chondroitinsulfatproteoglykanen in den aktivierten Fibroblasten. Dies
fuhrt durch eine Erhthung der Wasserretentionskapazitat zu einem stromalen Odem, das den
Substanzverlust ausgleicht.” 3040

Aul3erdem bewirkt das IL-1 in den aktivierten Keratozyten die Fahigkeit zur eigensténdigen 1L-1
Synthese, d.h. zur Bildung einer sogenannten autokrinen Schieife, die in einer intakten Cornea
nicht vorhanden ist.5*%24" Wenn die Basalmembran mitbeschadigt ist, wird zusétzlich TGFR2
und PDGF (platelet-derived-growth-factor) von den Epithelzellen freigesetzt. Diese fUhren zu
einer Differenzierung der aktivierten Keratozyten bzw. Fibroblasten zu enem
myofibroblastischen Phénotyp, der durch die Expression von aSMA (a-smooth muscle-actin)
und eine starkere Lichtstreuung gekennzeichnet ist (siehe Abb.1B). Dies hat eine gesteigerte
Kontraktilitét der Myofibroblasten und somit eine starke Kontraktion der extrazelluldren Matrix
zur Folge, wodurch der Wundspalt verkleinert wird.®"**3%4046 pDGF fiihrt auRRerdem durch eine
Epithel-Stroma-Interaktion zu einer Steigerung der Fibroblastenproliferation und einer
Chemotaxis. Auf der anderen Seite produzieren unter der Regulierung von IL-1 Keratozyten und
Myofibroblasten HGF (hepatocyte growth factor) und KGF (keratocyte growth factor), die zu
einer Steigerung der Epithel-Proliferation, -Motilitat und -Differenzierung fiihren.3%4%42 Der
Wiederaufbau der Epithelschicht erfolgt erst einschichtig. Sobald die Basamembran
wiederhergestellt ist, hort die Freisetzung von TGFR2 auf und die Myofibroblasten
verschwinden. Es scheint, dass die myofibroblastische Transformation nicht endguiltig, sondern
reversibel ist, d.h. dass die Zellen in einen fibroblastischen Phénotyp zuriickkehren konnen.”40%
Letztendlich ist dies aber bzw. die Art der Ruckbildung nicht vollstandig geklart, da auch
Vermutungen bestehen, dass die Myofibroblasten durch Apoptose einfach untergehen.*®
Aktivierte Keratozyten bilden aber auch weiterhin autokrin IL-1 und sind beim Remodeling des
Stromas durch MMP Expression maldgeblich beteiligt. Keratozyten scheinen zusétzlich
Phagozytose-Eigenschaften zu besitzen.*** Es bleibt die Frage, warum Myofibroblasten das
Licht stérker reflektieren und somit eine verstérkte Lichtstreuung verursachen. Jester et al.
fanden heraus, dass Transketolase (TKT) und Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH1) refraktive

Index-Inhomogenitdten im KeratozytenZytoplasma ausgleichen.®°*

Bel Verletzung der
Hornhaut kommt es zu einer Runterregulierung dieser wasserléslichen Proteine in
Zusammenhang mit der myofibroblastischen Transformation der Keratozyten und somit zu einer

stérkeren Lichtstreuung. Auch nach einer Heilung und einem Remodeling der Hornhaut bleibt
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die verstarkte Streuung eine langere Zeit bestehen, da die Hochregulierung dieser Proteine
schwierig zu sein scheint und Zeit braucht.

Bel der Kultivierung von Keratozyten in vitro wurde von mehreren Arbeitsgruppen festgestellt,
dass es durch Zugabe von Fetalem Calf Serum (FCS), insbesondere in hohen Konzentrationen
wie 10%, zum Medium zu einer fibroblastischen Umwandiung bzw. Aktivierung kommt.®"
205253 Djes jst darauf zuriickzufiihren, dass im Serum verschiedene Wachstumsfaktoren, Salze,
Proteine, Lipide und Hormone vorkommen, die in der jeweiligen Charge differieren kénnen. >*
Aber auch einfach durch Subkultivierung und Splittung der Kultur oder durch Kultivierung bel
einer sehr geringen Zelldichte® kann eine Aktivierung der Keratozyten, dhnlich einem Wundreiz
in der Cornea, entstehen.” Durch Zugabe von TGFR zum Medium resultiet eine
myofibroblastische Differenzierung der Zellen mit Expression von aSMA.%%°® |nsulin dagegen

scheint einen protektiven Einfluss auf den K eratozytenPhéanotyp zu haben.>*

1.3.2 Immortalisierte Zellen und die Entwicklung von immortalisierten Keratozyten
(HCKi)

Primére Cornea- Zellen lassen sich nur schwer anziichten, sind von Faktoren wie Alter des
Spenders, aber auch Lagerungsdauer abhangig und erreichen bereits nach wenigen Passagen ihre
Seneszenz. Die hierdurch insbesondere in grofRangelegten Studien schwierige Sicherstellung
einer guten Vergleichbarkeit der Ergebnisse fihrte im Zuge der zunehmenden Forderung nach
standardisierten Versuchen in der Forschung zur Entwicklung von neuen immortalisierten
Zellrethen. Diese Zéellreihen bieten zum einen den Vortell, dass sie leichter zu besorgen, aber
auch zu versorgen sind als aus Spenderhornhauten isolierte primére Zellen, zum anderen bieten
sie eine gute Vergleichbarkeit und stellen auch einen Ersatz fir Tierversuche wie den Draize-
Test *' dar.

In den meisten Falen werden die Zellen durch das Simian Virus SV40, das zur Gruppe der
Papovaviren gehort, durch Infektion oder Transfektion immortalisiert. Hierbei ist entscheidend,
dass auch Zellen mit verlangerter Lebensspanne irgendwann absterben. Erst Kolonien, die diese
Krisis Uberstehen und das Gen des grof3en T-Antigens dauerhaft in ihr Zellgenom integrieren,
kénnen als immortalisiert bezeichnet werden.>® Verschiedene Arbeitsgruppen versuchten zuerst
Epithel- und Endothelzellen von Kaninchen und Rindern zu immortalisieren bzw. zumindest
eine Verlangerung der Lebensdauer der Zellen in Kultur zu erreichen. Hierfir wurden die Zellen
mit einem rekombinanten Adenovirus bzw. seinem Vektor, der das grof3e SV40 T-Antigen der

frihen Genregion enthélt, infiziert.>>®° Feldman et al. benutzten hierfiir das Ad5-SVR4 Virus,
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das die Zdlen zwar infizieren, sich selber aber nicht replizieren kann. Auch Araki et al.
erreichten durch Infektion mit einem SV40-Adenovirus-Vektor und hiernach dreimaligem
Klonen ein Ergebnis von Uber 100 Passagen. Als néchstes wurden humane Epithel und
Endothel- Zellreihen mit verlangerter Lebensspanne von Kahn et al. und Wilson et al. durch
Transfektion etabliert. Mit dem RSV-T Plasmid (pRSV-T), einem SV40 Ori-Konstrukt, das die
frihe SV40 GenRegion enthdlt, konnten Kahn et al. eine Verlangerung der moglichen Epithel-
Passagen von 5 auf 25 erreichen.®’  Wilson et al. benutzten zur Tansfektion hingegen das
Hybrid-Plasmid pSV3-Neo, das das grofe SV40 T-Antigen kodiert und ein Resistenzgen (Neo)
gegen Neomycin-Kanamycin aufweist. Aul3erdem erreichten sie den Einbau des Vektors bzw.
der DNA in die Endothelzellen durch Elektroporation, also durch eine Permeabilisierung der
Zellmembran. Durch die so vorhandene Resistenz von immortalisierten Endothelzellen gegen
das Antibiotikum G418 konnten die transfizierten Zellen selektiert werden. Diese Selektion ist
aber nur bedingt notwendig, da die priméren Zellen ohne das grof3e T-Antigen nach kurzer Zeit
untergehen. Es wurde eine Pasageanzahl von etwa 38 erreicht.®?

1995 schafften es Araki-Sasaki et al. endlich eine immortalisierte Epithel zelllinie durch Infektion
der Zellen mit einem rekombinanten SV40-Adenovirus-Vektor und dadurch mehr as 100
moglichen Passagen zu etablieren, die m Gegensatz zu Kahn et a. keine freien Viruspartikel
mehr enthielt bzw. produzierte. Aulerdem wiesen ale Zellen nach erfolgreicher
Immortaliserung das grofe T-Antigen in der Fluoreszenzfarbung auf und exprimierten das
corneaspezifische 64-D-Keratin.%® Bednarz et a. etablierten dann im Jahr 2000 humane
immortalisierte Endothelzellen durch Transfektion der Zellen durch das Plasmid pRNS-1, das
die frihe SV40 GenRegion enthédlt (kodiert sowohl das grofée T- als auch das kleine t-Antigen),
und nachfolgender Elektroporation.®*

Insgesamt gibt es Uber die Immortalisierung von Keratozyten bis jetzt nur sehr wenige Studien.
Barry-Lane et a. entwickelten eine KaninchenKeratozytenZelllinie mit verlangerter
L ebensspanne, um das Differenzierungsverhalten und die damit verbundene Expression von &
SMA (a-smooth-muscle-actin) als Zeichen der myofibroblastischen Transformation zu
erforschen. Die Transfektion der Zellen erfolgte mit dem pSV-3Neo Hybrid-Plasmid (siehe
oben). Es konnte gezeigt werden, dass TGFg; eine Aktivierung der Keratozyten hervorrief, die
unter serumfreien Verhdltnissen gezlichtet wurden. Zwei immortalisierte Zellinien wurden so
etabliert, wobei die eine Zellreihe eine keratozytendhnliche Morphologie bel nicht vorhandener
a-SMA-Expression aufwies und eine Myofibroblasten-Zellreihe, die hingegen a-SM Aktin

exprimierte®® Auch Jester et a. interessierten sich fir die Rolle von TGFg; bei der
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Differenzierung von Keratozyten. Untersucht wurden Fibroblasten, die mit einem MPSV-hTERT
retroviralen Vektor infiziert wurden. TGFg; fuhrte durch Initilerung einer Phosphorylierungs-
Kaskade und des hierdurch aktivierten Smad 2 bei dieser Zellreihe ebenfalls zu einer starken
Erhdhung von a-SMA, wobel anscheinend jedoch noch andere Faktoren wie das Integrin-Signal
oder der Wachstumsfaktor PDGF bei der Differenzierungskaskade eine wichtige Rolle zu spielen
scheinen.®® Eine Etablierung von immortalisierten Keratozyten gelang Zorn-Kruppa et a. durch
eine Transfektion der Zellen mit einem pSV40-dN-Plasmid, das die frihe SV40-Region enthélt.
Diese Arbeitsgruppe war die erste, die das Zytotoxizitdtsverhalten von priméaren und
immortalisierten Keratozyten unter ahnlichen Verhatnissen erforschte. Insbesondere war es ihr
Ziel eine immortalisierte Keratozytenlinie fur den Aufbau einer kinstlichen Hornhaut im drei-
Schichten-Modell zu etablieren.®”%® Die Entwicklung einer kiinstlichen Hornhaut®® ist erst durch
die Luft-Medium-Grenz-Methode (air-liquid interface method), die zur Ausbildung eines
mehrschichtigen Epithels flhrt, realistisch moglich geworden. Hierbei wachsen die Zellen in
einem meist aus Collagen 1-bestehendem Kollagengel bei einem konstant hohen Mediumspiegel.
Durch Aufbringen der néchsthoheren Zell-Kollagenschicht und somit durch eine Kokultivierung
der einzelnen Zelrethen wird die Hornhaut langsam aufgebaut. Sobald die Epithelschicht
konfluent ist, wird das ganze Konstrukt an die Luftgrenze angehoben, was dann zu der
beschriebenen Stratifikation der Epithelzellen fiihrt.”® Neben der Entwicklung von Zweischicht-
Modellen " konnte parallel hierzu die Arbeitsgruppe von Minami et al. erstmals das von ihnen
entwickelte Air-Liquid Interface Modell an bovinen Zellen etablieren, wobel sie auch die ersten
waren, die ein vollstandiges dreischichtiges Cornea-Konstrukt vorstellen konnten.”® Einen
Durchbruch in der Entwicklung einer kinstlichen Hornhaut gelang der Arbeitsgruppe um Griffth
et a. durch einen dreischichtigen Aufbau der Cornea-Schichten erstmals aus immortalisierten
humanen Hornhaut-Zellen. Durch Einbringen von Fibrin, konnte aul3erdem eine die
Angiogenesis fordernde Matrix zum Aufbau einer Pseudo-Sklera entwickelt werden.”
Interessant sind auch Studien, in denen das Permeabilitétsverhalten von kinstlichen Hornhauten
mit den von Schweinen verglichen wurden. Hierbei scheinen Hornhaut-Konstrukte aus
Schweine-Zellen eine hoéhere Permeabilitdt aufzuweisen als humane Konstrukte aus
immortalisierten Epithel- und Endothelzellen. Insgesamt haben aber auch die humanen
Konstrukte eine, wenn auch nur gering, hthere Permesbilitét als Schweine-Hornhaute.™* Das
Kollagengel, in das die Zellen eingebettet sind, hat den Nachteil einer Gewebe-Schrumpfung,
daher wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen neue Mdoglichkeiten zum Aufbau eines

Konstruktes wie z.B. das Verwenden eines Fibrin-Agarose Gels” entwickelt. Nachteil hierbei ist

15



alerdings eine nur bedingt vergleichbare Konsistenz und Transparenz der Cornea. Ganz neue
Wege beschreitet das Fraunhofer-Institut mit ihrem ,Artificial Cornea Project” durch
Polymerforschung. Basis dieser neu entwickelten Keratoprothese ist ein hydrophobes Polymer
auf dem eine Ablagerung bzw. ein Wachsen von Zellen unméglich ist. Durch eine Rand-
Beschichtung mit einem Fibronectin-ahnlichen Protein soll ein gutes Einwachsen und Anpassen
der Keratoprothese erreicht werden. Die vordere Schicht ist hingegen hydrophil, um ein gutes
Haften des Tranenfilms und ein angenehmes Gleiten des Lids Uber die Prothese sicherzustellen.
Erste Versuche an Kaninchen sind bereits in Durchfihrung und scheinen vielversprechende

Ergebnisse zu bringen.”

1.4 Substanzen
1.4.1 Benzalkoniumchlorid (BAC)

CHs

| =]
OCHQ—I‘TI—CHS Cl

R

R= CBH1 7 bis C1BH3?

Abbildung 2: Strukturformel von Benzalkoniumchlorid

Benzalkoniumchlorid (BAC) stellt eine quartdre Ammoniumverbindung mit grenzfl&chenaktiver
Wirkung dar und gehdrt somit zu den Invertseifen. Als kationische Tensid besitzt es einen
hydrophoben und enen hydrophilen Molekiltell. BAC ist eigentlich ein Gemisch aus
Alkylbenzyldimethylammoniumchloriden, dessen Eigenschaften hauptsichlich auf der Lénge
des N-Alkylrestes, der aus aliphatischen Kohlenwasserstoffketten von C8 bis C18 besteht,
basieren. Die in Préparaten am haufigsten verwendeten Kettenlangen sind C12 und C14%° und
ggf. C16’7, wobei in den meisten Féllen das genaue Mischungsverhdltnis nicht klar bzw. nicht
bezeichnet ist. Als oberflachen und grenzflachenaktive Substanz hat BAC antibakterielle und
auch antiseptische Eigenschaften, so dass es haufig in Haut-, aber auch Flachendesinfektions-
mitteln oder in geringeren Konzentrationen als Konservierungsmittel fur Augen und
Nasentropfen verwendet wird. Es stellt das am haufigsten verwendete Konservierungsmittel in
Augentropfen dar. Meist werden Konzentrationen von 0,1mg/ml verwendet, die Spannbreite
reicht jedoch von 0,025mg/ml bis zu etwa 0,5mg/ml.”® BAC reichert sich in der bakteriellen

Zellmembran an und zerstort sie hierdurch™®®, auRerdem entstehen Wechselwirkungen mit
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sogenannten G-Proteinen, den membranstandigen Guaninnucleotidtri phosphat-bindenden
Proteinen.®! Die C12 Homologe scheinen am wirksamsten gegen Pilze und Hefen zu wirken, die
C14 Homologe gegen grampositive Bakterien und die C16 Homologe gegen gram:negative
Bakterien. Die Wirkung gegen Viren ist dagegen minimal.”” Auch kann BAC nur wenig gegen
den resistenten Keim Pseudomonas aueruginosa ausrichten.

Durch Verbreiterung bzw. Auflésung der interzelluldren Verbindungen des Epithels kommt es
zu einer Steigerung der Permeabilitét. Hierdurch kann BAC bzw. das mit ihm konservierte
Medikament stérker in die tieferen Cornea-Schichten penetrieren und dort zum einen zu einer
nicht vorgesehenen Exponierung von Stroma und Endothel gegeniber sehr hohen
Konzentrationen von BAC, zum anderen zu einer Wirkverstarkung des Medikaments und ggf. zu
Wechsalwirkungen mehrerer Wirkstoffe fiihren, 82171819

Toxische Wirkungen auf konjunktivale und corneale Zellen sind seit langem bekannt, wobei alle
Schichten hiervon betroffen sind. Diese toxische Wirkung ist dosis- und zeitabhéngig, d.h. selbst
eine sehr geringe BAC-Konzentration kann bel langer Einwirkzeit oder durch wiederholtes

83192122 ynd eine nachfolgende Heilung verlangsamen.’

Tropfen schwere Schaden hervorrufen
So kann beispielsweise die Verwendung von mit BAC konserviertem viskoelastischem Material
bel Katarakt-Operationen zu einer Schadigung des Endothels mit folgender Keratopathie
fuhren.88 Normalerweise werden die Augentopfen und somit das enthaltene BAC vom
Tranenfilm verdinnt®, alerdings kann BAC durch seine oberflachenaktive Wirkung die
Tranenfilmstabilitat nachhaltig stéren.®”% So fordert es die Entwicklung eines Trockenen Auges
und bewirkt durch einen unzureichenden Schutz des Epithels und mangelnder Verdiinnung
folgend eine Schadigung des Epithels. Auch eine alergiserende Wirkung von BAC wird

diskutiert, 17212289

Tabelle 1: Beispiele von mit BAC konservierten Augentropfen

M edikament Wirkstoff BAC-Konzentration
Floxa® Ofloxacin 0,025 mg/ml
Refobacin® Gentamicinsulfat 0,03 mg/ml
Lacri-Vison® Hypromellose 0,045 mg/ml
Otriven® Xylometazolin 0,05 mg/ml

Timolol® Timololmaleat 0,1 mg/ml

Livocab® Levocabastin 0,15 mg/ml
Ecolicin® Erythromycin + Colistinethat | 0,5 mg/ml
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142 Cetrimid

CHs
|

HsC-N*- (CH,), — CH3 Br-
|
CHs

Abbildung 3: Halbstrukturformel von Cetrimid, wobei n=13 fur Trimethyltetradecylammoniumbromid,
n= 11 fir Dodecyltrimethylammoniumbromid und n= 15 fir Hexadecyltrimethylammoniumbromid bzw.
Cetyltrimethylammoniumbromid

Als kationisches Tensid gehort Cetrimid wie auch BAC zu den quartd&ren Ammonium-
verbindungen und somit zu den Invertseifen (siehe Kap. 1.4.1). Das in Ldésungen verwendete
Cetrimid stellt eine Mischung aus hauptséchlich Trimethyltetradecylammoniumbromid mit
einem geringen Anteil an Dodecyl- und Hexadecyltrimethylammoniumbromid dar.®® Cetrimid,
insbesondere Hexadecyltrimethylammoniumbromid, das auch als Cetyltrimethylammonium-
bromid bezeichnet wird, bildet Komplexe mit Nukleinssuren, die nicht mehr 1églich sind.®%"
Ebenfalls besitzt Cetrimid antimikrobielle Eigenschaften gegen Bakterien und Pilze, aber auch
gegen einige Viren, so dass es vor allem as Konservierungsmittel zum Einsatz kommt. Hierbel
wird in Augentropfen vor allem eine Konzentration von 0,1mg/ml verwendet. Da Cetrimid eine
doss- und zeitabhéngige toxische Wirkung auf das Epithel hat, kdnnen bel langerfristiger
Anwendung alergische Reaktionen wie Lid- oder Kontaktekzeme, aber auch Irritationen des
Auges mit starker Roétung und Fremdkorpergefihl mit  folgender Epithelschédigung
auftreten. 2% Hierauf wird mittlerweile sogar explizit in Beipackzetteln oder in der Roten Liste
hingewiesen.”® Insgesamt ist das Nebenwirkungsspektrum von Cetrimid dem von BAC sehr

ahnlich.

Tabelle 2: Beispiele von mit Cetrimid konservierten Augentropfen

M edikament Wirkstoff Cetrimid-K onzentration
Lacophtal® Povidon 0,05 mg/ml

Artelac® Hypromellose 0,10 mg/ml

Pan-Ophta® Dexpanthenol 0,10 mg/ml

Corneregel® Gel Dexpanthenol 0,10 mg/g

Vidisic® Gel Carbomer 0,10 mg/g
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1.5 Zytotoxizitatstests
151 Zdltod

Was bedeutet es eigentlich, wenn eine Zelle stirbt? Ist tot nicht gleich tot? Uber diese Frage
machten sich anscheinend erst Kerr et a. 1972 Gedanken. Er prégte den Begriff der Apoptose
und wies as Erster auf Unterschiede zur Nekrose hin.®? Das Wort Apoptose |eitet sich von den
dt-griechischen Wortern ap? ,weg oder herab“ und pt?s?3 ,der Fal“ ab. Im Gegensatz zur
Nekrose -7e???? ,tot"- stellt die Apoptose einen physiologischen Vorgang dar, der Tag fur Tag
im menschlichen Organismus ablauft, um Zellen zu beseitigen, die entweder schwer geschéadigt
oder durch einen Funktionsverlust zwecklos geworden sind. Durch reaktive Sauerstoffspezies
wie H,0,, UV-Licht, ionisierende Strahlung, aber auch Medikamente kann eine Apoptose
hervorgerufen werden. Bel Therapieformen wie der Zytostatikagabe oder der Strahlen und
Chemotherapie ist diese Induktion sogar gewollt.3%

Der passive Vorgang der Nekrose ist durch ein Anschwellen von meist mehreren Zellen
gekennzeichnet, wobei auch der Kern betroffen ist und die Zellorganellen schon zu einem frihen
Zeitpunkt veradndert bzw. zerstort werden. Auch die Zellmembran wird zerstort, so dass das
Zéellinnere freigesetzt und so eine Entzindungsreaktion der Nachbarzellen hervorgerufen
wird %%

Bel der Apoptose hingegen, die auch as programmierter Zelltod oder auch Selbstmord
bezeichnet wird, kommt es zu einem aktiven, also von der Zelle regulierten, Absterben einzelner
Zellen. Die Nachbarzellen werden nicht beeintrachtigt und eine Entziindungsreaktion bleibt aus.
Wahrend des programmierten Zelltodes schrumpft und verdichtet sich die Zelle samt Kern und
Zytoplasma, und es kommt zum ,Blebbing® bzw. der Zeiose, bel der Ausstilpungen
(Protrusionen) des Zytosols entstehen. Diese Ausstilpungen sind von der Zellmembran
umschlossen und bilden im Laufe der Apoptose durch vollstdndige Abschnirung die
apoptotischen Korperchen. Gleichzeitig ensteht eine Chromatinkondensation zu kleinen Granula,
die sich im Randbereich des Zelkerns ablagern. Die Zellorganellen bleiben bis zu einem spéten
Zeitpunkt weitgehend im Gegensatz zur Nekrose erhalten. Abschlief3end zerfdlt die Zelle in
viele Einzelteile, die durch ihre MembrantUmmantelung einen Austritt des Zellinhaltes und
somit eine Entziindungsreaktion verhindern. Phagozyten werden daraufhin ziemlich schnell z.B.
durch eine Umverteilung von Phopathidylserin von der Membraninnenseite auf die

MembranauRenseite angelockt, und die Zellfragmente entfernt.%%49>%
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Den wichtigsten Anteil an der Apoptosevermittiung haben die Caspasen. Dies sind Cysteinyl-
Aspartasen die man in der komplexen Apoptose-Kaskade in Initator- (z.B. (Pro)Caspase-8 oder
-9) und Effektorcaspasen (Caspasen 3,6,7) unterteilt. Vereinfacht ausgedriickt, unterscheidet man
aulderdem zwischen einem intrinsischen, durch eine aus Mitochondrien freigesetztes Cytochrom
C getriggerte Caspase-9-Aktivierung mit nachfolgender Aktivierung von Effektorcaspasen, und
einem extrinsschen Uber TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), TNF oder Fas
vermittelter?’ Aktivierungsweg von Caspase-8 mit nachfolgend direkter Effektorcaspasen
Aktivierung oder mit einer Uberleitung in den intrinsischen Mitochondrienvermittelten Weg.
Insgesamt werden die Caspasen bzw. die vorgeschalteten Procaspasen autokatal ytisch oder durch
Spaltung in einer komplexen Kaskade aktiviert®>%%1% \wobei neuere Studien eine Aktivierung
durch Dimerisation mancher als Monomere vorliegender Caspasen diskutieren.’® Fir die
Aktivierung der Apoptose spielen auch die An- bzw. Abwesenheit von Wachstums- und
Uberlebensfaktoren eine wichtige Rolle %9102

Den Mitochondrien kommt eine wichtige Stellung im Apoptoseverlauf zu, da sie zum einen as
Verstérker, auf der anderen Seite aber auch als Initiatoren der Apoptose fungieren konnen. Dies
bewerkstelligen sie durch eine Freisetzung unter anderem von Cytochrom C, AlIF (apoptosis
inducing factor) und Endonuklease G.1®% Wird die Apoptose caspaseunabhangig tber die
Mitochondrien initiiert, spricht man von einem apoptoseartigen Zelltod.*%*

Wenn die apoptotischen Zellen nicht phagozytiert werden, kann es zu einer sekundaren Nekrose

kommen, %1%

1.5.2 Vitalitats- und Apoptosetests

Um eine Zellschadigung nachweisen zu kénnen, stehen vielféltige Methoden zur Auswahl. Zum
einen gibt es Tests, die zwar eine Unterscheidung zwischen vital und tot erlauben keine Aussage
jedoch darUber treffen lassen, ob die Zellen durch Nekrose oder Apoptose gestorben sind.
Folgend werden einige diesbeziigliche Methoden exemplarisch vorgestelit.

Zu einem welt verbreiteten Vitalitatstest zahlt z.B. der Neutralrot Test, der auf einer Anfarbung
vitaler Zellen durch 3-Amino-7-dimethyl-amino-2-methylphenazin Hydrochlorid basiert, wobei
membrangeschadigte Zellen nicht angefarbt werden. Die Auswertung erfolgt dann
photometrisch. Eine weitere schnelle und einfache Vitalféarbung bietet der JanusgrinTest, der
die Zellkerne und Mitochondrien geschadigter Zellen anférbt. Nach Extraktion des Farbstoffes
durch absoluten Alkohol und anschlief3ender photometrischer Auswertung kann die Zellzahl as
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prozentualer Anteil am Gesamtzellschaden direkt angegeben werden. %1% Uber eine Anfarbung
toter Zellen mit Trypanblau, die haufig nach Aufsplittung einer Zellkultur angewendet wird, oder
dem roten Propidiumiodid kann bestimmt werden, ob die Zellmembran der Zellen noch intakt
ist. Im Gegensatz hierzu gibt z.B. der MTT-Assay durch eine Reduktion und einem hierdurch
entstehendem Farbumschlag eines gelben Tetrazoliumsalzes zum blauvioletten Formazan
Aufschluss Uber die metabolische Aktivitét einer vitalen Zelle, insbesondere tber die Aktivitéat
der Mitochondrien. Calcein AM passiert andererseits nur die Membran vitaler Zellen und wird
dort von Esterasen zu einem gruin fluoresziierenden Calcein gespalten, das die Membran
hiernach nicht mehr durchdringen kann. Durch gleichzeitige Zugabe eines Ethidiumhomodimers
wird eine rot fluoreziierende Farbung von toten Zellen durch Bindung an die Nukleinsdure
erreicht.!%®

Mochte man hingegen in Erfahrung bringen, welchen Tod die Zellen nun gestorben sind, bieten
sich hierfir insbesondere der Annexin-V-Assay*®® mit Propidiumiodidgegenfarbung und der
TUNEL-Assay'® mit z.B. Hamatoxylin Gegenfarbung an. Beide greifen an unterschiedlichen
Punkten an. AnnexinV bindet an Phospatidylserin, das bel apoptotischen Zellen auf die
AulBenseite der Zellmembran wechselt, wahrend der TUNEL-Assay Nukleotide an DNA-
Strangbriiche koppelt (Ndheres hierzu siehe Kap.3.5.4.1 und 3.5.3.1). Da es vorkommen kann,
das auch nekrotische Zellen mit dem TUNEL-Assay angeféarbt werden, sollte immer noch ein
anderer Test zusdtzlich angewendet werden.'’' Eine weitere Méglichkeit  zur
Apoptosebestimmung kann z.B. der Nachwels aktivierter Caspasen bieten. Naturlich bleibt auch
die mikroskopische Begutachtung der oben beschriebenen morphologischen Zellveranderungen,
die wahrend einer Apoptose bzw. Nekrose auftreten, eine der wichtigsten Methoden bel der

Auswertung geschadigter Zellen, 10811
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2. ZIEL DER EXPERIMENTELLEN ARBEIT

Keratozyten spielen fur den Erhalt der Hornhaut-Transparenz und bei der Wundheilung eine
entscheidende Rolle. Da diese Zellen in vitro nur langsam wachsen, eine kurze Lebensspanne
von etwa 5 Passagen haben, und fir die Durchfiihrung von gréf3eren Studien mehrere Hornhaute
zur Isolierung der Zellen nétig sind, ist eine Homogenitét und eine gute Vergleichbarkeit der
Kulturen in Studien nur sehr schwer zu erreichen. Aus diesem Grund sind bereits durch das
Simian Virus SV40 transfizierte bzw. infizierte immortalisierte Zelllinien an humanen Epithel-
und Endothelzellen etabliert worden. Diese immortalisierten Zellreihen tragen durch hre lange
Lebensspanne und erhthte Proliferation zu einer Standardisierung und somit besseren
Vergleichbarkeit in Studien bel.

Ziel der vorgestellten Arbeit war es daher, eine Zelllinie immortalisierter Keratozyten (HCKi)
auf ihre Eignung flr Toxizitdstests zu untersuchen. Hierzu wurden mit géangigen
Konservierungsmitteln in Augentropfen behandelte primére Keratozyten (HCKp) und HCKi
miteinander verglichen. Konservierungsmittel wie Benzalkoniumchlorid oder Cetrimid, die zu
den haufigsten in Augentropfen verwendeten Konservierungsmitteln gehoren, stellen wie oben
dargestellt insbesondere fir Patienten mit chronischen Krankheiten bzw. Symptomen durch eine
wiederholt notwendige Anwendung ein Problem dar. Ihre Toxizitdt auf Hornhautzellen sollte
hier ebenfalls nroch einmal evaluiert werden.

Die beiden Zellreihen wurden somit in der vorliegenden Arbeit nicht nur auf Unterschiede in der
Morphologie oder ihrem Proliferationsverhalten hin untersucht, sondern auch auf ihre Reaktion
auf mogliche zytotoxische Substanzen Hierbei war insbesondere die Sensitivitéat der Zellen fir
diese Substanzen von Interesse. Um eine Aussage darlber treffen zu kénnen, ob eine mogliche
Schédigung der Zellen auf einen passiven Nekrose- oder einen programmierten Apoptose-Tod
zuriickzufUhren war, wurden die Zellen mittels Zytotoxizitétstests (TUNEL- und AnnexinV/
Propidiumiodid-Assay) unter dem Durchlicht- bzw. Fluoreszenzmikroskop begutachtet.
Insgesamt ist die Etablierung einer immortalsierten Keratozytenlinie auch unabdingbar bel der
Entwicklung eines dreischichtigen Cornea-Aquivalentes, das in den letzten Jahren in der
Forschung deutlich an Interessenzuwachs gewonnen hat. Einen weiteren Punkt stellt die Frage
dar, ob die Verwendung von HCKi in Zytotoxizitétsstudien einen guten Ersatz einerseits fir
primére Zellen, andererseits fir den Draize-Test und somit fUr Tierversuche darstellt.

Zid der Arbeit war zusammenfassend eine in vitro vergleichende Analyse von priméren und
immortalisierten Keratozyten anhand von Zytotoxizitétstests mit Konservierungsmitteln for

Augentropfen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

31 PrimareHCK (HCKp)

3.1.1 Isolierung primarer HCK

Primére Keratozyten wurden aus Hornhauten isoliert, die von der Hornhautbank Berlin der
Charité aufgrund ihrer Nicht-Eignung zur Transplantation zur Verfligung gestellt wurden. Unter
einer sterilen Werkbank wurde die Hornhaut zuerst mehrfach in PBS (phosphate buffered saline)
grundlich gesplilt, danach wurde mit einem sterilen Skalpell #10 sowohl die Epithel- als auch die
Endothelschicht entfernt. Nach vollsténdiger Entfernung beider Schichten wurde die Hornhaut
nochmals griindlich in PBS gespiilt um etwaige Reste zu 16sen. Mit einer sterilen Schere wurde
der Limbus Corneae entfernt, wobei kleinere Reste mit einem sterilen Skalpell beseitigt wurden,
bis nur noch die klare Cornea Ubrig blieb. Die Cornea wurde nun mit der sterilen Schere in

moglichst kleine Stlicke zerteilt, die mit einer sterilen Pinzette in eine Petrischale (Easy Grip;
Zellkulturschale 35x10mm; Falcon®; Becton Dickinson Labware) Gberfihrt wurden.

Auf die Gewebestiicke wurde nun steril filtrierte 1%ige Collagenase Typ | (Sigma) gegeben, um
die im Kollagenbett liegenden Keratozyten 10sen zu kdnnen, wobel die Hornhaut- Stiicke danach
im Brutschrank bel 37°C und 5% CO2 fir 40 Minuten inkubiert wurden. Nach der angegebenen
Inkubationszeit wurden die Cornea-Stiicke unter der sterilen Werkbank in ein 15ml Zentrifugen
réhrchen (BLUE MAX® Polystyrene tubes, Falcon; Becton Dickinson Labware) mit einer

Pinzette vorsichtig Uberfihrt und mit kaltem DMEM + 10% FCS (Dulbecco’s modified Eagles
medium DMEM+ 10% fetales Rinderserum (FCS), 1% Penicillin/Streptomycin, 0,1%
Gentamycin, 1% Amphotericin B, 2,5% HEPES-Puffer) aufgefillt, um die Collagenase-Reaktion
grofdtenteils zu stoppen. Nach einer Zentrifugierung von 10 Minuten bel 1000 Umdrehungen
und 15°C wurde das Medium unter der sterilen Werkbank abpipettiert und die Gewebestiicke
mittels Pinzette in mehrere Zellkulturschalen (Easy Grip; Zellkulturschale 35x10mm; Falcon®;
Becton Dickinson Labware) mit etwa 2ml KeratozytenrMedium F99Kera + 10% FCS Uberfihrt,
um ein moglichst grol3e Zellausbeute zu gewahrleisten, und im Brutschrank bel 37°C und 5%
CO2 inkubiert.

Es wurden auch Ansétze mit Collagenase Typ | (Sigma) in den Konzentrationen 0,5% bis 2,5%
und Collagenase Typ IV (Sigma) in den Konzentrationen 0,5% bis 2,5% bei variablen
I nkubati onszeitspannen erprobt. Dabei zeigten sich die besten Ergebnisse bei der Benutzung von
1%iger Collagenase Typ | bei einer Inkubation von 40 Minuten, so dass nur noch mit dieser

Methode die priméren Keratozyten isoliert wurden.
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3.1.2 Zdlkultivierung

Nach etwa 7 bis 14 Tagen zeigte sich in den Zellkulturschalen ein beginnendes Wachstum der
Keratozyten aus den Gewebestlicken heraus. Nach 5 Tagen wurden die Gewebestiicke unter
einem inversen Lichtmikroskop (Leica DMIRB) auf ihre Morphologie hin untersucht,
gegebenenfalls wurden einige Tropfen frisches Keratozytenmedium F99Kera + 10%FCS
zugefugt. Nach 8 Tagen wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und 2ml frisches
Keratozytenmedium F99Kera + 10% FCS zugefligt. Sobald eine ausreichende eigenstandige
Wachstumskapazitét gewahrleistet war, wurden die Gewebestiicke aus den Zellkulturschalen
entfernt. Etwa alle 3 Tage wurden die Zellen unter dem inversen Mikroskop beurtellt und das
Medium gewechselt. Bei ausreichender Wachstumskapazitdt wurde der FCS-Antell des
Mediums auf 5% herabgesetzt. Zeigte sich nach 4 bis 6 Wochen immer noch kein Wachstum

der Keratozyten, so wurden die Proben verworfen.

3.1.3 Keratozytenmedium:

Zusammensetzung:
FO9K era Medium 199 (Gibco BRL) und Medium Ham’'s F12 (Gibco BRL) zu

gleichen Teilen
10% bzw. 5% fetales Rinderserum FCS (Biochrom KG)

0,05ug/ml Gentamycin (Gibco BRL)

20pg/mi Insulin (Sigma)

2,5ug/ml Amphotericin B (Gibco BRL)

100U Penicillin/Streptomycin (Gibco BRL)
20pg/mi Ascorbinsaure (Sigma)

0,4ug/ml Chondroitinsulfat (Sigma)

Fur die Herstellung von ca. 100ml Keratozytenmedium wurden also verwendet:
FO99%K era Medium 199 (Gibco BRL) und Medium Ham's F12 (Gibco BRL) zu
gleichen Teilen
10 bzw.5ml  FCS

100ul Gentamycin [50ug/mi]
2ml Insulin [1000ug/ml]
Iml Amphotericin [250pg/ml]
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iml Penicillin/Streptomycin [10.000U]
2mg Ascorbinsdure
40mg Chondroitinsulfat

Die Inhaltsstoffe wurden unter der Werkbank gemischt, hierbei wurde ein pH-Wert von 7,2 - 7,4
angestrebt. Die pH-Wert-Einstellung erfolgte mittels steriler NaOH- und HCL-L 6sung, deren
Wirkung mit pH-Papier oder pH-Meter kontrolliert wurde; anschlieffend wurde die fertige
Losung steril filtriert (Corning®; Corning incorporated; 150ml Filtersystem; 0,22um CA
(Cellulose Acetate)).

Dieses Keratozytenmedium ist in seinen Bestandteilen mit in anderen Keratozyten Studien

verwendeten Medien vergleichbar:

Tabelle3: Von anderen Arbeitsgruppen verwendetes K eratozytenmedium

Arbeitsgruppe Keratozytenmedium

Bourcier T, Rondeau N, Paquet S, et al." 1:1 Medium199 und Ham's F12 Medium;
2,5%FCS; 20pg/ml Insulin; 20pug/ml L-
Ascorbinsaure; 0,4 mg/ml Chondroitinsulfat;
2mM L-Glutamin; 100 IU/ml Penicillin;
100pg/ml Streptomycin; 0,25 pg/ml
Amphotericin; 250 ng/ml Heparin; 10ng/ml
aFGF

Borderie VM, Mourra N, Laroche L™ 1:1 Medium199 und Ham's F12 Medium;
20pug/ml Ascorbinsaure; 20pg/ml Insulin;
0,4mg/ml Chondroitinsulfat; 250ng/mli
Heparin; 2mM L-Glutamin; 100 [U/ml
Penicilin; 100pug/ml Streptomycin; 0,25ug/ml
Amphotericin; abwechselnd 10% FCS, 10ng/ml
aFGF, 10ng/ml bFGF oder 40ng/ml HGF

Borderie VM, Lopez M, Lombet A, et a.*** 1:1 Medium199 und Ham's F12 Medium; 10%
FCS; 20pg/ml Insulin; 20pug/ml Ascorbinsaure;
0,4mg/ml Chondroitinsulfat; 250ng/ml
Heparin; 2mM L-Glutamin; 100 [U/ml
Penicillin; 100pg/ml Streptomycin; 0,25 pg/ml
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Amphotericin; 10ng/ml aFGF; zum Teil auch
bFGF

Zorn-Kruppa M, Tykhonova S, Belge G, et al.®”| 1:1 Medium 199 und Ham's F12 Medium; 5%
FCS; 1% antibiotic/antimycotic ( enthdlt 20000
U/ml Pemicillin, 20000mg/ml Streptomycin);
25 pg/ml Amphotericin

3.1.4 Passage der priméaren Zdlkultur:

Sobald eine Konfluenz von mindestens 80% vorhanden war, wurden die Zellen nach folgendem
Protokoll passagiert.

Die Gewebestiickchen wurden aus der Zelkulturschale entfernt und die Zellen mit PBS
(phosphate-buffered saline) mehrmals gespllt, um etwaige Mediumreste oder Zelldetritus zu
entfernen. Danach wurden die Zellen durch 0,5 ml Accutasell (=Alfazyme; PAA Laboratories)
bei 37°C Uber 6-8 Minuten von dem Zellkulturschalenboden geldst. Das Enzym Accutase 11, das
sowohl proteolytische als auch kollagenolytische Eigenschschaften aufweist, wirkt zwar etwas
langsamer als Trypsin, ist dafUr aber sehr schonend fur die Zellen. Auf3erdem ist ein Abstoppen
der Reaktion wie bei Trypsin im Grunde nicht nétig, da die Wirkung nach ca.10 Minuten von
selbst nachlésst, es sollte jedoch trotzdem darauf geachtet werden, die Enzymreste mit DMEM +
10% FCS und Zentrifugieren zu entfernen.

Nach etwa 4-5 Minuten wurde der Abldsungsvorgang unter dem inversen Mikroskop kontrolliert
und die Zelkulturschale etwas geschwenkt und gegebenenfalls vorsichtig von unten mit den
Fingerspitzen beklopft. Hatten sich die Zellen vom Boden gel0st, wurde die Zellsuspension unter
der sterilen Werkbank in ein 15ml Zentrifugenréhrchen (BLUE MAX® Polystyrene tubes;
Falcon; Becton Dickinson Labware) Uberfuhrt und mit kaltem DMEM + 10% FCS aufgefillt.
Die Zellsuspension wurde tUber 10 Minuten bei 1000 Umdrehungen pro Minute und 15°C
zentrifugiert und der Uberstand danach vorsichtig abpipettiert. Nach Zugabe von etwa 500ul
Keratozytenmedium F99K era wurde das Zell-Pellet resuspendiert und in 50ml Zellkulturflaschen
(25cm?; Facon; Becton Dickinson Labware), die mit etwa 4-5ml F99Kera Medium befullt
waren, eingebracht. Auf eine Zellzahlbestimmung wurde vor dem Ausséen der Zellsuspension
in die Zellkulturflaschen verzichtet. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank
inkubiert und nach 2-3 Tagen unter dem inversen Mikroskop auf ihre Adhérenz hin Gberpift, die

bei fast allen vitalen Zellen nach diesem Zeitraum gegeben war.
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Nach etwa 2 Wochen war eine erneute Passage nétig, wobel 1ml Accutasell verwendet wurde,
um die Zellen vom Boden der Zellkulturschale zu 16sen. Das entstandene Zell-Pellet wurde in
FO9K era resuspendiert und in eine 250ml Zellkulturflasche (75cm?; Falcon; Becton Dickinson
Labware) mit 10-12ml Medium, das nun auf 5%iges FO9K era umgestellt wurde, eingebracht.

Bel erneuter Passage wurden die Zellen mit 2ml Accutasell gelost, im Verhdltnis 1:2 gesplittet
und jewells in 250ml Zellkulturflaschen eingebracht, wobe die Zellen dann entweder flr

Versuche verwendet wurden oder eingefroren wurden.

3.2 Immortaliserte HCK (HCKi)
3.2.1 Isolierung/ Herstellung immortalisierter HCK

Eine Zélllinie von immortalisierten HCK wurde freundlicher Weise von der Arbeitsgruppe von
Frau PD Dr. Engelke vom Ingtitut fir Pharmazie der Freien Universitdt Berlin zur Verfiigung
gestellt.

Primére isolierte Keratozyten wurden nach der ersten Passage bis zu einer 60%igen Konfluenz
herangezlichtet und dann mit 5ug pSV40-dN-Plasmid, das die friihe GenRegion enthélt, Uber
zwel Stunden inkubiert. Nach der Transfektion wurden die Zellen mit PBS gesptilt und in F99
Medium + 15% FCS und 1% Antibiotic/Antimycotic-L6sung Kultiviert. Sobald eine
Transformation der Zellen mit Focus-Bildung sichtbar wurde, erfolgte eine Subkultivierung
ebendieser HCKt fir etwa 23-29 Passagen. In den folgenden Monaten gingen mehrere dieser
Subkulturen  unter.  Die  verbliebenen  immortalisierten HCK-Kolonien  wurden
zusammengenommen und konnten etwa 2 mal in der Woche weiterpassagiert werden, sodass

tber 70 Passagen erreicht werden konnten.®”®

3.2.2 Kultivierung immortaliserter HCK

Alle 2 Tage wurde das Medium gewechselt und die Zellen auf ihre Morphologie hin unter einem
inversen Mikroskop untersucht. Die Zellen zeigten im Vergleich zu den priméren Keratozyten
ein starkeres und resistenteres Wachstum, reagierten jedoch auf das Keratozytenmedium
FO9K era mit deutlichem Verlust der Vitalitét (eigene Beobachtung), der mdglicherweise auf das
enthaltene Insulin zurtickzuftihren ist. Daher wurde fir die Kultivierung ein reduziertes Medium

gewdhlt, im folgendem als FO9Immort bezeichnet.
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Zusammensetzung von F99I mmort:

Medium F99 Zu gleichen Tellen Medium199 (Gibco BRL) und Ham's
F12 (Gibco BRL)
1% Antibiotic/Antimycotic (Gibco BRL)
5% FCS (Biochrom KG)
Das ergibt fur 500ml FO9Immort:
25ml FCS ( Biochrom KG)
5ml Antibiotic/Antimycotic

Der optimale pH-Wert, der durch pH-Papier oder pH-Meter bestimmt wurde, lag bel 7,2-7,4.
Eingestellt werden konnte der pH-Wert mittels steriler NaOH- bzw. HCL-L 6sung. Anschlief3end
wurde das Medium steril filtriert (Corning®; Corning incorporated; 150ml Filter System;
0,22um Cellulose Acetate) und aliquotiert.

3.2.3 Passage immortalisierter HCK

Aufgrund des schnelleren Wachstums war eine Passage etwa 1-2 Mal pro Woche nétig, die nach
dem fir die priméren HCK beschriebenen Protokoll durchgefiihrt wurde. Die Zellkulturflaschen
(250ml; 75cm?; Falcon; Becton Dickinson Labware) wurden im Verhdltnis von 1:3 gesplittet
und mit 15ml FO9Immort aufgeflllt. Meist war nach weiteren 2-3 Tagen wieder eine
vollstdndige Konfluenz gegeben. Die Zellen wurden fir ene langerfristige Lagerung
kryokonserviert und bel Bedarf aufgetau.

3.3Weitere Medien
DMEM + 10% FCS zum Passagieren von HCKp/HCKi und fir die Isolierung von HCKp. Es
wurde das in den Laboren der Augenklinik giangige Rezept verwendet.

Zusammensetzung:

Auf 100ml DMEM ( Dulbecco’s modified Eagle Medium von Gibco BRL)
10ml Fetal Calf Serum FCS (Biochrom KG)
Imi Penicillin/Streptomycin 10000 U (Gibco BRL)
100ul Gentamycin 50ug/ml (Gibco BRL)
Iml Amphotericin B 250ug/ml ( Gibco BRL)
2,5ml HEPES 1molar (eigene Herstellung)
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3.4 Einfrieren und Auftauen von Zellkulturen

Um grofRere Mengen von primaren und immortalisierten HCK aufbewahren zu kénnen, wurden
die HCKp-Zédllen in der 2. und 3. Passage und HCKi-Zellen ab der 26.Passage bei —80°C
kryokonserviert. Fur diese Kryokonservierung wurde ein Einfriermedium und ein Protokoll
benutzt, dasin den Laboren der Augenklinik Charité bereits erfolgreich eingesetzt wurde.

Die Zusammensetzung des Einfriermediums lautete fur cal2ml: 10ml DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle Medium), 1ml FCS, 1ml DMSO (Hybri-Max®; Sigma), 50ul Glucose, 110pl
Penicillin/Streptomycin.

Dimethylsulfoxid (DMSO) dient in dem Einfriermedium als Gefrierschutz, da er den Gefrier-
punkt herabsetzt und so eine Verlangsamung der Abkuihlungsrate bewirkt; dabei ist aber zu
beachten, dass DM SO bel léngerer bav. unsachgemal3er Einwirkzeit selber zytotoxisch wirkt.
Die Zelen wurden wie in 3.1.4 dargestellt durch Accutase 1l von den Zellkuturflaschenbtden
gelost und mit kaltem DMEM +10% FCS fir 10 Minuten bel 1000 Upm und 15°C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Zell-Pellet mit 2ml im Wasserbad
erwarmten Einfrieemedium versetzt. 1,8ml der Zellsuspenson wurden auf die Cryo Tubes
(NUNC) verteilt und bei 500 Umdrehungen fur 2 Minuten bel 15°C kurz abzentrifugiert. Danach
wurde das Medium bis 0,8 ml abpipettiert und das Gefrierréhrchen bel 4°C im Kihlschrank for
15 Minuten gelagert, um ein Diffundieren des DMSOs in die Zellen zu gewdhrleisten, bevor es
dann bei -80°C zur Lagerung eingefroren wurde.

Bel Bedarf wurden die Rohrchen wieder im Wasserbad aufgetaut, wobel darauf geachtet wurde,
dass die Zellen nicht Uberhitzt und nach Abtauen des letzten Eises, die Zellen schnell weliter-
verarbeitet wurden, um den zytotoxischen Effekt von DMSO zu minimieren. Tropfenweise
wurde nun das jeweilige Keratozytenmedium zugesetzt bis ein Verhéltnis von etwa 1:20 erreicht
war. Hiernach wurden die Zellen fir 5 Minuten bei 1800 Upm und 15°C zentrifugiert, das Zell-
Pellet in frischem Keratozytenmedium aufgenommen und auf 250ml Zellkulturflaschen (75cm?;

Falcon; Becton Dickinson Labware) verteilt.
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3.5 Auswertungsmethoden

3.5.1 Zdlzahlung mittels Neubauer-Zahlkammer

Fir die Bestimmung einer definierten Zellzahl bei der Durchfihrung des Versuchsaufbaus wurde

die Neubauer-Zahlkammer verwendet. Die Kammer besteht aus neun grofien Quadraten mit

einer Tiefe von 0,dmm. Nach Aufsetzten des Deckglases und Erscheinen der Newtonschen

Ringe wird die Zellsuspension 1:2 mit 0,5%igem Trypanblau gemischt und mittels Pipette in die

Zahlkammer gefillt (10ul), wobei an der Kante angesetzt wird, so dass Kapillarkréfte das

Einsaugen der Suspension bewirken. Die Auswertung erfolgte unter dem Mikroskop.

Berechnet wurde die Lebendzahl nach folgender Formel:

Zd|zahl/ml= Lebend-Mittelwert aus vier Quadraten x Verdinnungsfaktor x Kammerfaktor
=nx2x10*

Zur Gesamt-Lebend-Zellzahlbestimmung muss das Volumen der Zellsuspension noch

berticksichtigt werden.

3.5.2 Proliferationsmessung mittels Cell Analysing System (CASY 1)

3.5.2.1 Messprinzip des Zdlcounters

Die Partikelmesstechnik mit ihrem Widerstandsmessprinzip bildet die Basis der CASY 1
Technologie, die durch Kombination mit der Pulsflachenanalyse eine gute Auswertungs-
moglichkeit mit hoher Reproduzierbarkeit darstellt. Die Zellen werden in einer isotonen
Elektrolytlosung suspendiert und mit konstanter Stromungsgeschwindigkeit durch eine
Messkapillare definierter Grof3e gesaugt. Die Messkapillare besteht aus einem Rubin mit durch
Bohrung entstandener Prazisionsmesspore, die in den Kapillarkorper eingegossen wurde. Uber
zwei Platinelektroden wird wahrend der Messung eine elektrische Spannung an die Kapillar-
strecke angelegt. Beim Durchtritt einer Zelle durch die Kapillare entsteht durch Widerstands
anderung, die durch Verdrangung eines der Zelle entsprechenden Volumens der Elektrolyt-
[6sung entsteht, ein elektrischer Puls. Da intakte Zellen am ehesten einem Isolator entsprechen,
entsteht entlang der Kapillarstrecke eine Widerstandserhohung. Diese Widerstandsénderung wird
als Mal3 fur das Volumen der Zellen genommen, wobei dies nur gewéhrleistet werden kann,
wenn die Zellen die Kapillare einzeln passieren.

Bel der Pulsflachenanalyse werden die von den Zellen verursachten Pulse nach ihrer Grof3e
differenziert, so dass eine Einteilung in vitale Zellen, tote Zellen und Zelltrimmer erfolgen kann,

datote Zellen kleiner dargestellt werden als vitale.
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3.5.2.2 Messprotokoall
L eermessung vor jeder Messreihe zur Spiilung der Kapillare und zur Uberpriifung des
backround Signals
Zellen wurden mit Accutasell wie oben beschrieben von der Unterlage der 12-Well
Kulturschalen gel6st und vorsichtig in Zentrifugenréhrchen tberfihrt
Etwa Smindtige Zentrifugierung bei 1000 Umdrehungen und 15°C
Abpipettierung des Uberstandes und Hinzufiigen von 500pl des jeweiligen Mediums
Uberfiihrung der Zellsuspension in CASY 1 Messrohrchen mit 9,5ml isotoner
Mesd dsung (Casyton, Schérfe System Reutlingen)
Messung mit CASY 1.

1 gewéhlte Einstellungen: Messkapillare 150um
Messvolumen 400pl
M esswiederholungen 3
Vedinnung 20
Kalibrierung 0-50pm
Cursoreinstellungen (X-Achse):
1 HCKp CL: 13.96 CR: 50.00um
NL: 5.81 NR:50.00pm
1 HCKi CL:10.01 CR: 50.00pum

NL: 5.81 NR: 50.00pnm

3.5.2.3 Auswertung der Messungen

Die Messergebnisse werden vom Gerdt als graphische Darstellung angegeben. Dabel wurden
aufgrund von eigenen Beobachtungen und den empfohlenen Vorgaben des Hersteller die oben
genannten Cursoreinstellungen gewahlt. Vitale Zellen zeigten sich in einem Peak im Bereich von
13.96-50um bei primaen HCK und von 10.01-50um be immortalisierten HCK. Der
Messbereich von 5.81-50um erfasste die Gesamtzellzahl, sodass ein zweiter Peak mit toten
Zellen im Bereich von 5.81-13.96 pum bzw. 10.0lum zur Darstellung kam (Abb.4). Dies
entspricht dem Messbereich der sich bei Versuchen mit CASY blue zum Abtdten vitaler Zellen
zeigte. Unter diesem Bereich wurden die Zelltrummer angezeigt, die aufgrund der Vor-
einstellungen nicht mitgezahlt wurden. Die Gesamt- und die Lebend-Zellzahl wurde pro ml

angegeben, aulRerdem berechnete der CASY 1 einen prozentualen Wert der Vitalitét der vitalen
Zélen.
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Abbildung 4:
A: exemplarisch fir HCKi-Kontrolle
B: exemplarisch fir HCKp-Kontrolle

C: exemplarisch fur HCKi-Totkontrolle

3.5.2.4 Berechnung der Verdopplungszeit

Die Verdopplungszeit, auch Generationszeit genannt, gibt die Zeitdauer an, die eine Kultur
braucht, um eine neue Generation von Zellen hervorzubringen. Dies ist zum einen ein nitzlicher
Parameter zur Charakterisierung von Zellen, zum anderen lassen sich aufgrund der Verléangerung
oder der Verkirzung der Verdopplungszeit im Vergleich zur Kontrolle Rickschltsse auf die
Wirkung der einzelnen Wirkstoffe und der Substanzkonzentrationen ziehen.

Die Verdopplungzeit (tv) berechnet sich aus der eingesdten Zellzahl, also zum Zeitpunkt No und
der Zellzahl der vitalen Zellen zum Ablesezeitpunkt N, unter Berlicksichtigung der Kulturdauer
in Stunden (t = 96h). Eine gewisse Ungenauigkeit der Formel l&sst sich aufgrund der Differenz
von gesamter Kulturdauer (96h) bel nur 72stiindiger Einwirkzeit der Substanz nicht vermeiden.

Log2xt
tv= —
Log N —Log Ng
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3.5.3 TUNEL-Assay
3.5.3.1 Prinzip des TUNEL -Assays

Zum Nachweis von apoptotischen Zellen wurde ein TUNEL-Assay (In Situ Cell Death Detection
Kit, Roche) verwendet. TUNEL steht fir Termina Transferase mediated dUTP Nick End
Labeling. Hierbel werden DNA-Strangbriche mittels terminaler Desoxyribonukleotid-
Transferase (TdT) markiert, indem eine Kopplung von markierten Nukleotiden dUTP-
Digoxigenin (desoxyUridintriphosphat-Digoxigenin) an freie 3'-OH-Enden der Einzel-bzw.
Doppel-Strangbriiche bewirkt wird. Ein mit Peroxidase gebundener Anti-Digoxigenin
Antikérper, der an Digoxigenin bindet, wurde hinzugegeben. Anti-Fluorescein, das an
Peroxidase (POD) gebunden vorliegt, und das Farbsubstrat Diaminobenzidin (DAB) machen die
DNA-Strangbriiche dann unter dem Durchlicht-Mikroskop durch Braunférbung der
apoptotischen Zellen sichtbar. Weitere mdgliche Kopplungspartner der Nukleotide sind
Fluorescein oder Biotin. Bereits nach Zugabe des TUNEL-Mix kdnnen die apoptotischen Zellen
im Fluoreszenz-Mikroskop begutachtet werden. Durch Gegenférbung der vitalen Zellen mit
Hamatoxylin ergibt sich ein guter Kontrast zu den apoptotischen Zellen, so dass die Zellen im

Durchlicht-Mikroskop angeschaut werden kénnen, 1041111116

3.5.3.2 Farbeprotokoll
10 min. in Alufolie Auftauen der eingefrorenen Objekttrager
2 min. Nachfixieren mit Aceton
jeweils 3 min. 3 x in PBS spllen
20 min. blocken in 2%igem Wasserstoffperoxid in PBS gel6st
jeweils 3 min. 3 x in PBS spilen
2 min. in 0,1%igem Triton in Natriumcitratpuffer (0,1M) bei 4°C permeabilisieren
jewells 3 min. 3 x in PBS spilen
Pro Kammer 50pl TUNEL-Mix (15ul Lésung 1 + 135ul Lésung 2) hinzugeben
60 min. bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubieren
jeweils 3 min. 3 x in PBS splilen
50ul POD-Converter je Kammer zugeben
30 min. bel 37°C in einer feuchten Kammer inkubieren
jeweils 3 min. 3 x in PBS spllen
50l DAB Substratsolution (1:10 in Substratpuffer verdiinnt) je Kammer zugeben
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10 min. bel Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubieren lassen
jeweils 3 min. 3 x in PBS spllen

2 min. Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Ehrlich

Saubern und einbetten (Immu-Mount, Thermo Elektron Corporation)

Fir Negativkontrollen wurde statt des TUNEL-Mix nur der Puffer (L6sung 2) zugegeben.
PBS-Ansatz fir Farbezwecke:
Auf 1 Liter:

8 g Natriumchlorid (NaCl)

0,2 g Kaliumchlorid (KCl)

1,44 g di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO,)

0,24 g Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH>PO4)

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestel|t.

3.5.4 Annexin-V-Fluorescein/ Propidiumiodid-Assay

3.5.4.1 Prinzip der Fluoreszenzfarbung mittels Annexin-V-Fluorescein und Propidiumiodid

Bel vitalen Zellen befindet sich das Membranphospholipid Phosphatidylserin auf der Innenseite
der Zellmembran. Bereits in einem frih-apoptotischen Stadium kommt es zu einer Translokation
von Phosphatidylserin auf die AuRenseite der Zellmembran. Dies l&sst sich mit Annexin-V-
Fluorescein, einem Ca’*-abhéngigen Bindungprotein, nachweisen, indem dieser sich an negativ
geladene Phospholipide, insbesondere an Phosphatidylserin, bindet. Die Bindung erfolgt
ausschliefdlich auf der Aulenseite der Zellmembran, da Annexin-V-Fluorescein eine intakte
Zellmembran nicht passieren kann. Ist die Zelle jedoch nekrotisch, kann Annexin-V-Fluorescein
die Zellmembran aufgrund der nun fehlenden Membranintegritdt passieren und an der
Innenseite der Zellmembran an Phosphatidylserin binden. Um eine eindeutige Unterscheidung
zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen zu gewéhrleisten, muss eine Gegenfarbung mit
Propidiumiodid erfolgen. Propidiumiodid, das nur durch beschadigte Zellmembranen hindurch
passieren kann, farbt selektiv die DNA nekrotischer Zellen an, 99117118

Fluorescein sollte in einem Spektrum von 450-500 nm angeregt werden, sodass Annexin-V-

positive Zellen bei einer Wellenléange von 515-565 nm (griin) sichtbar werden. Propidiumiodid
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dagegen sollte in einem Bereich von 488-540 nm angeregt werden, sodass Propidiumiodid bei
etwa 617 nm (rot) sichtbar wird!!® Hieraus ergibt sich fir die Auswertung unter dem
Fluoreszenzmikroskop:

Annexin-V-negativ und Propidiumiodid-negativ => vitale Zellen

Annexin-V-positiv und Propidiumiodid- negativ.  => friih-apoptotische Zellen

Annexin-V-positiv und Propidiumiodid-positiv. = => spét-apoptotische/ nekrotische

Zellen
Annexin-V-negativ und Propidiumiodid-positiv.  => nekrotische Zellen

3.5.4.2 Farbeprotokoll fir das Annexin-V-Fluorescein/Propidiumiodid- Assay

10 min. Objekttrager auftauen lassen

2 min. mit Aceton nachfixieren

jeweils 3 x 3 min. in PBS spllen

Annexin-V/Propidiumiodid-L 6sungsansatz fir 2 Objekttrager:

250l Puffer (3) + 5ul Annexin-V (1) + 5pl Propidiumiodid (2)

Davon je 100ul auf einen Objekttrager geben, gut verteilen und in einer feuchten
Kammer bei Zimmertemperatur fur 30 min. dunkel inkubieren lassen

Kurz in PBS spllen

DAPI-Ansatz (zum Anférben des Chromatins aller Zellen) fur 2 Objekttrager:
1pl auf 200pl PBS

Davon je 100ul auf einen Objekttrager geben und 2 min. einwirken lassen

In PBS kurz spilen
Saubern und eindecken (Immu-Mount, Thermo Elektron Corporation)

Dunkel im Khlschrank lagern
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3.6 Versuchsaufbau

3.6.1 Proliferationsver suche mit Benzalkoniumchlorid und Cetrimid

Nach ausreichender Konfluenz wurden sowohl die priméren als auch die immortalisierten
Keratozyten wie oben beschrieben mit Accutasell aus den Kulturflaschen gelGst. Nach der
darauf folgenden Zentrifugation von 10 Minuten bei 1000 Umdrehungen wurde die Zellzahl
mittels Neubauer-Zahlkammer und TrypanblauFarbung bestimmt und jeweils 10.000 Zellen pro
Well in eine mit je 490ul F99Kera (entrélt 10% FCS) bzw. FO9Immort (enthdlt 5% FCYS)
befullten 12-Well Zellkulturplatte (Falcon®, becton Dickinson Labware) eingesét. Dabel wurden
immortalisierte HCK der 27.Passage und pimére HCK der 3.Passage gewdahlt. Die priméaren
HCK stammten fur den Benzalkoniumchlorid-Versuch von einem 57.j8hringen mannlichen
Spender und fir den Cetrimid-Versuch von einem 62.jahrigen mannlichen Spender. Die
Zéellkulturschalen wurden tber Nacht bei 37°C und 5% CO inkubiert.

24 Stunden spéter wurden die Zellen auf ihre Adhéarenz hin unter dem Mikroskop untersucht.
10ul der jeweiligen Konzentration wurden nun in die Wells pipettiert. Dabei wurde die
Konzentration der Konservierungsstoffe so errechnet, dass sie erst auf den Zellen zusammen mit
dem Medium die Endkonzentration ergab. Begonnen wurde mit der in Augentropfen gangigen
Konzentration, wobei immer weiter runterdosiert wurde bis eine der Kontrolle vergleichbare

Zellzahl gemessen werden konnte. Pro Kozentration wurden etwa 10-12 Wells untersucht.

Tabelle4: Verwendete Konzentrationen bei den Proliferationsver suchen

HCKp/ HCKi Kontrolle | 40pug/ml | 4ug/mi 0,4pug/ml | 0,2ug/ml | 0,1pg/ml
Benzalkoniumchlorid

HCKi Cetrimid Kontrolle | 100ug/ml | 10ug/ml | 1ug/ml 0,1pg/ml

HCKp Cetrimid Kontrolle | 100pug/ml | 10ug/ml | 1ug/mi 0,2ug/ml [ 0,01pg/mi

Nach ca.72 Stunden wurden die Wells mikroskopisch begutachtet und Fotos zur Dokumentation
gemacht. Anschlief3end erfolgte eine Spilung der Zellen mit PBS mit darauf folgender Ablésung
der Zellen mittels Accutasell vom Well-Boden. Die Reaktion wurde mit kaltem DMEM +
10%FCS abgestoppt, weiterhin wurden die Zellen bei 1000 Umdrehungen fur 10 Minuten bei
15°C zentrifugiert. Das Medium wurde durch 500ul frisches Medium F99K era bzw.F99Immort
ersetzt. Die Zellsuspension wurde nun vorsichtig in einen CASY-Messbecher Uberfuhrt und mit
Casyton auf 10ml aufgefillt. Nach mehrmaligem vorsichtigen Schwenken wurde die Messung
mit dem CASY 1-Messgerét mit den oben genannten Einstellungen durchgefihrt.
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3.6.2 Durchfuihrung des TUNEL -Assays

Zellen der Passage 28 bei HCKi und der Passage 3 bei HCKp wurden auf Objekttragern
angezuchtet (LAB-TEK®, Chamber Slide™ System, Nalge Nunc International). Jeweils 10.000
Zellen wurden in 490ul Medium ausgesét und Uber 24 Stunden bel 37°C und 5% CO inkubiert.

Die Zdlen wurden daraufhin auf ihre Morphologie hin unter dem Durchlicht-Mikroskop

begutachtet und mit 10ul der jeweiligen Konzentration versetzt. Nach ca.72 Stunden weiterer

Inkubation wurde der Uberstand abpipettiert und die Kammern von den Objekttragern entfernt.
Die Objekttréger wurden kurz in PBS gespult und anschlief3end fur 10 Minuten in Aceton fixiert.

Danach efolgte die Einschlief3ung der Objekttréager in Parafilm und Alufolie. Zur Lagerung

wurden die Objekttrager bei —20°C gelagert.

Zur Farbung wurde das bereits oben beschriebene Protokoll verwendet. Dabei wurde darauf

geachtet, dass zwischen den einzelnen Schritten keine Austrocknung erfolgte.

Tabelle5: Verwendete Konzentrationen beim TUNEL -Assay

HCKp/ HCKIi Kontrolle | Negativ(Leer)-| 40ug/ml | 0,4ug/ml | 0,2ug/ml | O,1pg/ml
Benzalkoniumchlorid Kontrolle
HCKp Cetrimid Kontrolle | Negativ(Leer)-| 100ug/ml | 1pg/ml 0,1ug/ml | 0,01ug/mi
Kontrolle
HCKi Cetrimid Kontrolle | Negativ(Leer)-| 100ug/ml | 1pg/ml 0,1ug/mi
Kontrolle

Es wurden Fotos zur Dokumentation angefertigt.
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3.6.3 Durchfiihrung des Annexin-V-Fluor escein/Propidiumiodid-Assays

Bis zur Lagerung bei —20°C der Objekttrager erfolgte die selbe Prozedur wie bei dem TUNEL-
Assay. Zur Farbung wurde das unter 3.5.4.2 beschriebene Protokoll verwendet. Dabel wurde

darauf geachtet, eine Austrocknung der Objekttrdger zwischen den einzelnen Schritten zu

vermeiden. Nach der Farbung wurden die Objekttréger lichtundurchldssig verpackt und im

Kuhlschrank gelagert, da der Fluoreszenzfarbstoff sehr empfindlich auf Licht reagiert. Die Fotos

wurden am nachsten Tag in einem abgedunkelten Laborraum gefertigt.

Tabelle6: Verwendete Konzentrationen beim Annexin-V-Fluor escein/Propidiumiodid-Assay

HCKp/ HCKi Kontrolle | Negativ(Leer)- | 40pg/ml | 0,4ug/ml | 0,2ug/ml | O,1pg/mi
Benzalkoniumchlorid Kontrolle
HCKp Cetrimid Kontrolle | Negativ(Leer)-| 100ug/ml | Jpug/ml | 0,2ug/ml | 0,01pg/ml
Kontrolle
HCKi Cetrimid Kontrolle | Negativ(Leer)-| 100ug/ml | Jug/ml | O,1pug/ml
Kontrolle

3.7 Statistische Auswertung

Alle statistischen Auswertungen und Graphiken wurden mit dem Statistik-Programm SPSS15

angefertigt. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet.
Zur statistischen Auswertung der Gesamtzellzahl, der Vital- Zellzahl, des Vitalitétsanteils und der

Vitalitdt wurde der independent T-Test verwendet. Zur Auswertung des Verhdltnisses der

Gesamtzellen und der Vitalzellen wurde der One-Sample-T-Test angewendet. Die Auswertung

der Verdopplungszeit erfolgte mit dem Oneway ANOVA - Test.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Auswertung des Proliferationsassays fur den Wirkstoff Benzalkoniumchlorid (BAC)

Primére und immortalisierte Keratozyten wurden in Kultur auf ihr Proliferationsverhalten hin
untersucht. N betrug bei den priméren Zellen fur alle Konzentrationen gleich 10. Fur die
immortalisierten Keratozyten betrug n=10 fur die Kontrolle und 0,4ug/ml BAC; fir die
restlichen Konzentrationen r=5.

4.1.1 Morphologische Auswertung der mit BAC behandelten Zellkulturen

Deutlich erkennbar ist die Focusbildung der immortalisierten Zellen (Abb.6 A) im Gegensatz zur
dendritischen Morphologie der priméren Keratozyten (Abb.5 A,B) in den Kontrollkulturen.
Sowohl bei den priméren als auch bei den immortaliserten Keratozyten sieht man in den
Konzentrationen 40ug/ml und 4ug/ml Benzalkoniumchlorid nur noch avitale Zellreste und vom
Boden geloste Zellen (Abb.5C/D, Abb.6B/C) mit teilweiser Clusterbildung (Abb.5C, Abb.6C).
Insbesondere bel der hohen Konzentration 40ug/ml scheinen die Zellen in beiden Zellreihen
groltenteils an der Bodenflache der Kulturschalen fixiert zu sein, da durch die sofortige toxische
Wirkung von BAC ein langsames und sanftes Ablésen der Zellen vom Untergrund nicht méglich
war. Ab der Konzentration 0,4ug/ml ist bel beiden Zellreihen ein deutlicher Anstieg der vitalen
Zellen mikroskopisch auf Kontrollzellzahl-Niveau zu verzeichnen (Abb.5E/F/G, Abb.6D/E/F),
alerdings in den Konzentrationen 0,4ug/ml und 0,2ug/ml noch mit vereinzelten vom Boden
gelosten Zellen.

39



Abbildung 5: Primére Keratozyten (HCKp)
nach 72h Inkubation mit dem Wirkstoff
Benzalkoniumchlorid (BAC) bei insgesamt
96h Kulturdauer. Lichtmikroskopisches
Bild von Zellkulturen (angegeben ist immer
die Originalvergr 63erung auf Bildebene).

A: HCKp Kontrollex 50
HCKp Kontrollex 100
HCKp 40ug/ml BAC x 50
HCKp 4ug/ml BAC x 50
HCKp 0,4pg/ml BAC x 50
HCKp 0,2ug/ml BAC x 50
HCKp 0,1ug/ml BAC x 50

@TmmMmOUOw
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Abbildung 6: Immortalisierte Keratozyten (HCKi) nach 72h Inkubation mit dem Wirkstoff
Benzalkoniumchlorid (BAC) bei insgesamt 96h Kulturdauer.

Tmoow>

HCKi Kontrollex 50
HCKi 40pug/ml BAC x 50
HCKi 4pg/ml BAC x 50
HCKi 0,4ug/ml BAC x 100
HCKi 0,2pg/ml BAC x 50
HCKi 0,1pug/ml BAC x 50
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4.1.2 Auswertung der Verdopplungszeit

Die primaren und immortalisierten Keratozyten wurden wie oben beschrieben Uber einen
Zeitraum von 72h mit dem Konservierungsmittel Benzalkoniumchlorid (BAC) inkubiert, wobei
die Zellen insgesamt Uber 96h in Kultur waren. Die Verdopplungszeit der Zellkultur wurde mit

der ebenfalls oben beschriebenen Formel berechnet.

4.1.2.1 Auswertung der Verdopplungszeit bei mit BAC behandelten HCKp

Fur die Kontrolle errechnete sich eine Verdopplungszeit von 58,23 Stunden mit einer
Standardabweichung von +/- 11,62 Stunden. Alle mit der Kontrolle verglichenen
Konzentrationen von Benzalkoniumchlorid ergaben keine statistische Signifikanz (ANOVA
p=0,702).

Die mit 0,4ug/ml Benzalkoniumchlorid behandelte Vergleichsgruppe zeigte eine leichte
Verkirzung der Verdopplungszeit um 2,56% auf 56,74 Stunden mit einer Standardabweichung
von +/- 5,88 Stunden. Diese Differenz war statistisch nicht signifikant (p = 0,676). Die mit
0,2ug/ml BAC behandelte Vergleichsgruppe zeigte im Vergleich zu Kontrolle eine Verkirzung
der Verdopplungszeit um 6,91% auf 54,20 Stunden mit einer Standardabweichung von +/- 4,96
Stunden (p= 0,263).

Eine 4,76%ige Verklrzung der Verdopplungszeit auf 55,46 Stunden im Vergleich zur Kontrolle
zeigte sich bei der mit 0,1ug/ml BAC behandelten Vergleichsgruppe (p= 0,439). (Gaphik 1)
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Graphik 1: Durchschnittliche Verdopplungszeit in Stunden bei mit BAC behandelten primaren (HCKp) und
immortalisierten (HCKi) Keratozyten. Die Inkubationsdauer mit Benzalkoniumchlorid betrug 72 Stunden
bei insgesamt 96 stiindiger Kulturdauer. n=10 fir alle Konzentrationen. *= Signifikanz bei HCKi p < 0,05.

4.1.2.2 Auswertung der Verdopplungszeit bei mit BAC behandelten HCKi

Bei der Kontrolle zeigte sich eine Verdopplungszeit von 30,03 Stunden bel einer
Standardabweichung von +/- 2,99 Stunden (siehe Graphik 1). Im Vergleich zur Kontrolle
errechnete sich fir alle Vergleichsgruppen eine signifikante Verkirzung der Verdopplungszeit
(ANOVA p=<0,0001).

Bel der mit BAC 0,4ug/ml behandelten Vergleichsgruppe verkirzte sich im Vergleich zur
Kontrolle die Zeit signifikant um 9,48% auf 27,18 Stunden (p= 0,022) mit einer
Standardabweichung von +/- 2,86 Stunden.

Die mit 0,2ug/ml BAC behandelte Gruppe zeigte im Vergleich zu Kontrolle eine signifikante
Verkirzung der Verdopplungszeit um 27,56% auf 21,75 Stunden (p= <0,0001). Die
Standardabwei chung betrug +/- 2,04 Stunden.

Die mit 0,1ug/ml BAC behandelte Vergleichsgruppe zeigte im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls
eine signifikante Verkirzung der Verdopplungszeit um 16,56% auf 24,99 Stunden +/- 1,17
Stunden Standardabweichung (p= 0,002).
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4.1.3 Auswertung der Proliferationsergebnisse der mit BAC behandelten Zellkulturen

In diesem Versuchsansatz wurde untersucht, wie HCKp auf den Wirkstoff BAC reagierten.
Dafur wurden die Zellen mit den Konzentrationen 40ug/ml, 4ug/ml, 0,4ug/mi, 0,2ug/ml und
0,1ug/ml Gber eine Zeitraum von 72 Stunden inkubiert. Die Kontrolle, sowie auch die restlichen
Konzentrationen befanden sich insgesamt Uber 96 Stunden in Kultur. Da der Zellcounter fur die
Konzentrationen 40ug/ml und 4ug/ml keine validen Werte liefern konnte, wurden diese gleich
Null gesetzt, da klinisch bzw. unter dem Lichtmikroskop keine vitaen Zellen mehr
nachgewiesen werden konnten (siehe Abb. 5C/D, 6B/C). Aus diesem Grund wurden diese
Konzentrationen aus der statistischen Wertung herausgenommen. Alle  restlichen
Konzentrationen wurden mit der jeweiligen Kontrolle verglichen. Untersucht wurden die
Gesamtzellzahl als auch die Zellzahl der vitalen, also lebenden, Zellen.

4.1.3.1 Auswertung der Proliferationser gebnisse bei primaren Keratozyten

Die Kontrolle erreichte eine durchschnittliche Gesamtzellzahl von 62113 Keratozyten +/-
4714,34 Standardfehler. Der Anteil an vitalen Zellen lag dabel durchschnittlich bei 33379 +/-
2329,55 Keratozyten.

Sowohl innerhalb der Gruppe der gesamten Zellen als auch innerhalb der vitalen Zellen konnte
keine statistische Signifikanz im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle nachgewiesen werden.
Insgesamt wurde die Kontrollzellzahl ab der BAC-Konzentration 0,4ug/ml sowohl in der
Gesamtzellzahl- Gruppe mit einem durchschnittlichen Wert von 75258 Zellen (p= 0,073), ds
auch in der Gruppe der vitalen Zellen mit einem durchschnittlichen Wert von 32897 Zellen
(p= 0,859) erreicht (Graphik 2). Der Standardfehler betrug bel der Gruppe der Gesamtzellzahl
+/- 5051,84 Zellen, bei der Gruppe der vitalen Zellen +/- 1274,96 Zellen.

Bei der Konzentration 0,2ug/ml zeigte sich keine statistische Signifikanz bel einem p-Wert von
0,065 fur die Gesamtzellzahl und einem p-Wert von 0,643 fir die vitalen Zellen. Die durch
schnittliche Zellzahl betrug bei der Gruppe der gesamten Zellzahl 74299 +/- 4039,68. Die
Gruppe der vitalen Zellen erreichte einen durchschnittlichen Wert von 34616 +/- 1171,93.

Auch die Konzentration 0,1ug/ml BAC zeigte in der Gruppe der Gesamtzellzahl mit einem p-
Wert von 0,451 und in der Gruppe der vitalen Zellen mit einem p-Wert von 0,747 keine
statistische Signifikanz.
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Graphik 2: Durchschnittliche Zellzahl der gesamten und vitalen priméren Keratozyten, die mit
Benzalkoniumchlorid behandelt wurden. Die Konzentrationen 40ug/ml und 4ug/ml wurden gleich Null
gesetzt.

4.1.3.2 Auswertung der Proliferationser gebnisse bei immortalisierten Keratozyten

Die Kontrolle erreichte eine durchschnittliche Gesamtzellzahl von 129840 +/- 8067,96 Standard-
fehler und eine Vita-Zellzahl von 95801 +/- 7258,48 Zellen. In allen Vergleichsgruppen konnte
ab der Benzalkonium-Konzentration 0,4ug/ml ein signifikanter Anstieg der gesamten
Keratozyten (p= 0,031) auf 184490 +/- 20705,66 und der vitalen Zellen (p= 0,041) auf 121760
+/- 9290,45 im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle gesehen werden. Dieser signifikante Anstieg
setzte sich auch in der folgenden Konzentration deutlich fort. Die Zellzahl stieg im Vergleich zur
Kontrolle um mehr als das Doppelte sowohl bei den gesamten (p= 0,005) als auch den vitalen
Zéllen (p= <0,0001) an (siehe Graphik 3). Dieser Anstieg ging bei der letzten untersuchten
Konzentration von 0,1ug/ml zwar etwas wieder zurtick, dennoch war der Anstieg im Vergleich
zur jewelligen Kontrolle hochsignifikant. Fur die Gesamtzellzahl betrug der p-Wert = <0,0001,
fur die vitalen Zellen p = 0,001.
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Graphik 3: Durchschnittliche Zellzahl der gesamten und vitalen immortalisierten Keratozyten, die mit
Benzalkoniumchlorid behandelt wurden. Die Konzentrationen 40ug/ml und 4ug/ml wurden gleich Null
gesetzt. * = Signifikanter Unterschied zur Kontrolle in der Gruppe der Gesamtzellzahl. **=Signifikanter
Unterschied in der Gruppeder Vital-Zellzahl.

4.1.4. Auswertung des Vitalitatsanteils der mit BAC behandelten Zdllkulturen

Der Vitalitétsanteil, also der Anteil von vitalen Zellen an der Gesamtzellzahl, kann as Marker
fur die Vitalitéat eingesetzt werden bzw. wird vom Zellcounter auch automatisch als Wert fur die
Vitditdt in % angegeben. Wie auch schon bei der Auswertung der Proliferationsergebnisse
wurden die ersten zwei Konzentrationen gleich Null gesetzt, da sie auf den selben Daten

basieren, und aus der statistischen Auswertung herausgenommen.

4.1.4.1 Auswertung des Vitalitatsanteils der mit BAC behandelten HCK p

Die Kontrolle wies einen Anteil der vitalen Zellen von 54,17% +/- 3,67% Standardabweichung
auf (siehe Graphik 4). In den Konzentrationen 0,4pug/ml und 0,2ug/ml Benzalkoniumchlorid
konnte im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Senkung der Vitalitét nachgewiesen werden.
Fur die Konzentration 0,4ug/ml betrug der p-Wert = <0,0001 und fir die Konzentration 0,2ug/ml
betrug er p= 0,001. Keine Signifikanz wurde bei der letzten Konzentration, also 0,1ug/ml,

festgestellt (p= 0,128).
46



Insgesamt kann man also sagen, dass die Zellzahlen ab 0,4ug/ml Benzalkoniumchlorid zwar
wieder der Kontrolle entsprachen, die Vitalitét jedoch bis zu einer Konzentration von 0,1ug/ml

signifikant herabgesetzt war.
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Graphik 4: Anteil der vitalen Zellen an der Gesamtzellzahl in % fur die mit Benzalkoniumchlorid
behandelten Keratozyten. ** = Signifikanter Unterschied zur Kontrolle bei HCKp. ( p= <0,0001 bzw. 0,001)

4.1.4.2 Auswertung des Vitalitatsanteils der mit BAC behandelten HCKi

Die Kontrolle erreichte einen durchschnittlichen Vitaitétsanteil von 73,39% +/- 4,17%. In
keiner der untersuchten Vergleichsgruppen konnte ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle
festgestellt werden. Es besteht also bereits ab einer Konzentration von 0,4ug/ml (p=0,300) bei
den immortaisierten Keratozyten bei einem dgignifikantem Anstieg der Zellzahl keine
Einschrankung der Vitalitét mehr (siehe Graphik 4).

4.1.5 Vergleich der Ergebnisse zwischen priméaren und immortalisierten Keratozyten

Bel dieser Auswertung der Proliferationsergebnisse ging es primér darum, Unterschiede bzw.
eine mogliche Vergleichbarkeit zwischen den beiden Zelllinien aufzuzeigen. Von besonderem
Interesse war, ob insbesondere die immortalisierten Keratozyten sich dhnlich unter Einwirkung

einer toxischen Substanz verhalten und ob diese auch geringe, den priméren Keratozyten
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entsprechende, Schadigungsraten aufzeigen konnen. Hierbei ging es weniger um absolute
Zahlen, asvielmehr um die Vergleichbarkeit beider Zelllinien und eine ggf. gleiche Tendenz der
Ergebnisse.

Um die in den Vorversuchen sowie auch aus den Graphiken 5 und 6 ersichtlichen signifikanten
Unterschiede der erreichten bzw. der Ausgangs-Zellzahl vergleichen zu kénnen, wurden die
Proliferationsergebnisse sowie die Ergebnisse der Vitalitétsbestimmung in der jewelligen
Kontrolle gleich 100% gesetzt.
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Graphik 5: Durchschnittliche Gesamtzellzahl/ml Graphik 6: Durchschnittliche Vital -Zellzahl/ml
von mit Benzalkoniumchlorid behandelten von mit Benzalkoniumchlorid behandelten
primaren und immortalisierten Keratozyten. primaren und immortalisierten K eratozyten.
*=Signifikanter Unterschied zur Kontrolle bei *=Signifikanter Unterschied zur Kontrolle bei
HCKi. HCKi.

4.1.5.1 Vergleich der mit BAC behandelten HCKp und HCKIi

Die priméren Keratozyten zeigten in ihrer Gesamtzellzahl in den Konzentrationen 0,4ug/ml
(p= 0,029) und 0,2ug/ml (p=0,015) einen signifikanten Anstieg (Graphik 7). Auffallig war, dass
den hochsten Anstieg auf 121,16% +/- 25,71% Standardabweichung die Konzentration 0,4ug/ml
aufzeigte. Bei der geringsten untersuchten Konzentration (0,1pg/ml) konnte zur Kontrolle keine
statistische Signifikanz mehr nachgewiesen werden (p=0,218).
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Die immortalisierten Keratozyten zeigten jedoch in alen mit der Kontrolle verglichenen
Konzentrationen einen hochsignifikanten Anstieg der Gesamtzellzahl auf bis zu 238,78% bel
0,2ug/ml (p=0,006). Bereits die Konzentration 0,4ug/ml hatte einen signifikanten p-Wert von
0,027. Auch die geringste Konzentration 0,1ug/ml wies im Gegensatz zu den HCKp einen
signifikanten p-Wert von 0,008 im statistischen Vergleich mit der Kontrolle auf.

In der Gruppe der vitalen priméren Keratozyten konnte bel keiner Benzalkoniumchlorid-
Konzentration ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle nachgewiesen werden (Graphik 8).
Die vitden immortalisierten Keratozyten wiesen im Gegensatz hierzu jedoch in allen
Konzentrationen eine signifikant hohere Zellzahl auf. Insbesondere in der Konzentration
0,2 pg/ml hatte sich die Zellzahl mit einem Wert von 232,48% mehr a's verdoppelt (p=0,005).
Aber auch bereits bei einer Konzentration von 0,4ug/ml war die Vital- Zellzahl deutlich hoher al's
die der Kontrolle (p= 0,021). Selbst die geringste BAC-Konzentration wies noch eine
signifikanten Anstieg im Vergleich zur Kontrolle auf (p= 0,004).
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Graphik 7: Durchschnittliche Gesamtzellzahl der mit Benzalkoniumchlorid behandelten primaren und
immortalisierten Keratozyten. **= Signifikanz der primaren Keratozyten (HCKp) p= <0,05. *=Signifikanz
der immortalisierten Keratozyten (HCKi) p= <0,05.
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Graphik 8: Durchschnittliche Vital -Zellzahl der mit Benzalkoniumchlorid behandelten priméren und
immortalisierten Keratozyten. *=Signifikanz der immortalisierten Keratozyten (HCKi) p= <0,05.

4.1.5.2 Vergleich der Vitalitat zwischen mit BAC behandelten HCKp und HCKIi

Die Vitalitét ist in der Gruppe der primaren Keratozyten bei alen verglichenen Konzentrationen
signifikant herabgesetzt (Graphik 9). Fur die Konzentrationen 0,4pg/ml und 0,2ug/mi
errechneten sich p-Werte von < 0,0001. Die letzte Konzentration 0,1ug/ml war noch leicht
signifikant im Vergleich zur Kontrolle herabgesetzt (p= 0,047).

In der Gruppe der immortalisierten Keratozyten allerdings wurde kein signifikanter Unterschied

zur Kontrolle nachgewiesen.
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Graphik 9: Durchschittliche Vitalitat in % der mit Benzalkoniumchlorid behandelten priméaren und
immortalisierten Keratozyten. **= Signifikanz fur priméare Keratozyten (HCKp); fur die Konzentrationen
0,4ug/ml und 0,2ug/ml p=<0,0001; fur die Konzentration 0,1 ug/ml p= <0,05.

4.2 Ergebnisse des TUNEL -Assays (BAC)

Man erkennt deutlich die oben beschriebenen morphologischen Unterschiede zwischen den
beiden Zellreihen, sowohl in der Anzahl der im Gesichtsfeld vorhandenen Zellkerne as auch in
der Ausrichtung ihres Zytoskeletts. In der Gruppe der mit 40ug/ml BAC behandelten
Keratozyten sieht man in beiden Zellreihen eine Nekrose und Fixierung der noch vorhandenen
Zellen. Es waren keine vitale Zellen mehr vorhanden (Abb. 7/8 B). Ab der Konzentration
0,4ug/ml steigt die Anzahl der vitalen Zellen sprungartig in beiden Zellreihen an, vor alem aber
bei den HCKi. Aufgrund der nur vereinzelt vorkommenden Apoptosen, die der Kontrollgruppe
entsprechen, wurde von einer quantitativen Analyse abgesehen. Im Verlauf der restlichen
Konzentrationen steigt die Zellzahl bei den HCKp pro Gesichtsfeld weiter an, Apoptosen waren
nicht vorhanden (Abb. 7 D/E). Bei den immortalisierten Zellen erkennt man in der Abbildung 8C
zwei Apoptosen, die mit einem Pfeil gekennzeichnet sind. Im oberen Bereich des Bildes erkennt
man eine Chromatinverdichtung und —verlagerung entlang des Zellrandes, im mittleren
Bildbereich eine Zelle in der Blebbing-Phase. Bei den restlichen Konzentrationen wurden bei
den HCKi keine Apoptosen detektiert. Im rechten Bereich der Abbildung 8E (0,1ug/ml) ist eine
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Abbildung 7: TUNEL -Fé&rbung
der mit Benzalkoniumchlorid
behandelten priméren
Keratozyten.

Vergrof3erung x 400 (auf
Originalbildebene)

A: Kontrolle B: 40ug/ml
C: 0,4pug/ml D: 0,2ug/mi
E: 0,1ug/ml

vl

Abbildung 8: TUNEL -
Farbung der mit
Benzalkoniumchlorid
behandelten
immortalisierten
Keratozyten.
VergrofRerung x 400 (auf
Originalbildebene)

A: Kontrolle B: 40ug/mi
C: 0,4ug/ml  D: 0,2ug/mi
E: 0,1ug/ml



4.3 Ergebnisse des Annexin-V-Fluorescein/Propidiumiodid-Assays (BAC)

AulRer bei der Konzentration 40pg/ml wurden weder in der Gruppe der HCKp noch in der
Gruppe der HCKi nekrotische oder apoptotische Verdnderungen festgestellt. Bei den Kontrollen
der HCKp und HCKi wurde weder eine Annexin-V- noch eine Propidiumiodid-Anfarbung
detektiert (Abb.9,10 B/C). Bei der Konzentration 40ug/ml ist eine deutliche toxische Schédigung
der Zellen mit nachfolgender Nekrose zu sehen Insbesondere bel den HCKp sind nur noch
vereinzelt Riesenzellen erkennbar (Abb. 9 D/E/F). Deutlich sieht man auch in der Gruppe der
HCKi die Anfarbung der Zelen sowohl mit AnnexinV-Fluorescein as auch mit
Propidiumiodid, was fir eine nekrotische Schadigung der Zellen spricht (Abb.10 D/E/F).

.-
-
.

Abb. 9: Fluoreszenzfarbung der mit BAC behandelten HCKp. VergroéRerung x 400 (auf Originalbildebene).
A: Kontrolle HCKp DAPI B: Kontrolle HCKp Annexin-V C: Kontrolle HCKp Propidiumiodid D: 40ug/ml
DAPI E: 40ug/ml AnnexinV F: 40ug/ml Propidiumiodid, DAPI=G: 0,4ug/ml H: 0,2ug/ml 1: 0,1ug/ml
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Abbildung 10: Fluoreszenzfarbung der mit Benzalkoniumchlorid behandelten immortalisierten Keratozyten.
VergrofRerung x 400 (VergroRerung auf Originalbildebene).

A: Kontrolle HCKi DAPI

B: Kontrolle HCKi Annexin-V-Farbung

C: Kontrolle HCKi Propidiumiodid-Farbung
D: 40ug/ml HCKi DAPI

E: 40ug/ml HCKi Annexin-V-Farbung

F: 40pg/ml HCKi Propidiumiodid-Farbung
G

H

I

: 0,4ug/ml HCKi DAPI
: 0,2ug/ml HCKi DAPI
: 0,1ug/ml HCKi DAPI



4.4 Auswertung des Proliferationsassays fur den Wirkstoff Cetrimid

Primére und immortalisierte Keratozyten wurden auf ihr Proliferationsverhalten hin untersucht.
N betrug bel den priméren Zellen fur die Konzentration 0,1ug/ml gleich 11, fur ale restlichen
Konzentrationen war n=10. Fur die immortalisierten Keratozyten betrug n=12 fur die Kontrolle,
n=11 fur die Konzentration 1ug/ml und n=10 fir die Konzentration 0,1ug/ml.

4.4.1 Mor phologische Auswertung der mit Cetrimid behandelten Zellkulturen

In Abbildung 11 und 12 A erkennt man die unterschiedliche Morphologie der immortalisierten
Zéllen, die zu einer Focushildung im Gegensatz zur dendritischen Morphologie der priméaren
Zellen neigen. Ein deutlicher Verlust und Absterben der Zellen ist in den Konzentrationen
100pg/ml und 10ug/ml erkennbar (Abb.11 und 12 B/C). Aufféllig ist die Fixierung der Zellreste
auf dem Schalen-Untergrund in der Konzentration 100mg/ml in beiden Zellrethen (Abb.11, 12
B). Dies ist Ausdruck einer starken und vor alem schnellen bzw. sofortigen toxischen
Schadigung der Zellen ohne Mdglichkeit einer schonenden Abldsung vom Untergrund. Bei der
Konzentration 10ug/ml dominieren dann jedoch die vom Boden gelosten Zellen, die zumeist in
Clustern auf dem Medium schwimmen (Abb.11, 12 C).

Ab der Konzentration 1ug/ml (Abb.11, 12 D) ist ein deutlicher Anstieg der vitalen Zellen zu
verzeichnen. Insbesondere bei den immortalisierten Zellen ist die Ausbreitung der vom Boden
gelosten Zellen noch verhdtnismaliig sehr hoch. Die Zellzahl steigt im Verlauf dann deutlich an,
so dass bei den primédren Zellen ab der Konzentration 0,01ug/ml (Abb.11 F) und bei den
immortalisierten Keratozyten ab einer Konzentration von 0,1ug/ml (Abb.12 F) mikroskopisch

ein Kontroll-Niveau wieder erreicht wird.
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Abbildung 11: Primare Keratozyten (HCKp) nach 72h Inkubation mit dem Wirkstoff Cetrimid bei insgesamt
96h Kulturdauer. Lichtmikroskopisches Bild von Zellkulturen, Vergr6i3erung x 50 (Originalvergr6f3erung
auf Bildebene).

A: HCKp Kontrolle B: HCKp 100ug/ml Cetrimid C: HCKp 10ug/ml Cetrimid
D: HCKp 1lpg/ml Cetrimid E: HCKp 0,1ug/ml Cetrimid F: HCKp 0,01ug/ml Cetrimid
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Abbildung 12: Immortalisierte Keratozyten (HCKi) nach 72h Inkubation mit dem Wirkstoff Cetrimid bei
insgesamt 96h Kulturdauer. Lichtmikroskopisches Bild von Zellkulturen (angegeben ist immer die Original -
ver grof3erung auf Bildebene).

Tmoow>»

HCKi Kontrollex 50

HCKi 100pg/ml Cetrimid x 50
HCKi 10ug/ml Cetrimid x 50
HCKi 1ug/ml Cetrimid x 50
HCKi 1pg/ml Cetrimid x 200
HCKi 0,1ug/ml Cetrimid x 50
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4.4.2 Auswertung der Verdopplungszeit

Die primaren und immortalisierten Keratozyten wurden wie oben beschrieben Uber einen
Zeitraum von 72h mit dem Konservierungsmittel Cetrimid inkubiert, wobei die Zellen insgesamt
Uber 96h in Kultur waren. Die Verdopplungszeit der Zellkultur wurde mit der ebenfalls oben

beschriebenen Formel berechnet.

4.4.2.1 Auswertung der Verdopplungszeit bel mit Cetrimid behandelten HCKp

Es gilt n= 10 fUr ale Konzentrationen aul3er bei 0,1ug/ml n= 11. Bel den priméren Keratozyten
wiesen zwei der mit der Kontrolle verglichenen Vergleichsgruppen eine signifikante
Verlangerung der Verdopplungszeit auf (ANOVA p= <0,0001).

Die Kontrolle erbrachte eine Verdopplungszeit von 43,65 Stunden bei einer Standardabwei chung
von +/- 2,69 Stunden (Graphik 10). In der mit 1ug/ml Cetrimid behandelten Vergleichsgruppe
zeigte sich eine um 124,20% (!) signifikant verlangerte Verdopplungszeit mit einem Wert von
97,86 +/- 12,48 Stunden (p= < 00001). Im Vergleich zur Kontrolle errechnete sich bei einer
Cetrimid-Konzentration von 0,1ug/ml eine um 26,99% signifikante Verlangerung der
Verdopplungszeit auf 55,43 +/- 4,83 Stunden (p= < 0,0001). Die mit 0,01ug/ml behandelte
Vergleichsgruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle (p= 0,886). Die
Verdopplungzeit betrug 44,09 Stunden bei einer Standardabweichung von +/- 2,65 Stunden.
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Graphik 10: Durchschnittliche Verdopplungszeit in Stunden bei mit Cetrimid behandelten HCKp und HCKi.
Die Inkubationsdauer mit Cetrimid betrug 72 Stunden bel insgesamt 96 stindiger Kulturdauer. n=10 fir alle
Konzentrationen auf3er n=11 bei der Konzentration 0,1 pug/ml. *= p<0,0001. **= p <0,0001.
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4.4.2.2 Auswertung der Verdopplungszeit bei mit Cetrimid behandelten HCKi

Esgilt n= 12 fir die Kontrolle, n= 11fur 1pug/ml und n=10 fur 0,1ug/ml.

Der Varianzvergleich mittels ANOVA zeigte eine Signifikanz von p= <0,0001.

Die Kontrolle wies eine Verdopplungszeit von 34 Stunden auf bei einer Standardabweichung
von +/- 4,59 Stunden (Graphik 10). Die mit 1ug/ml Cetrimid behandelte Vergleichsgruppe zeigte
eine um 88,87 % sdignifikant verlangerte Verdopplungszeit auf 64,22 Stunden bei einer
Standardabweichung von +/- 20,54 Stunden (p= < 0,0001). Keine Signifikanz wies die mit
0,1ug/ml Cetrimid behandelte Konzentraion auf. Fur die Verdopplungszeit errechneten sich
34,80 +/- 6,33 Stunden.

4.4.3 Auswertung der Proliferationsergebnisse der mit Cetrimid behandelten Zellkulturen

In diesem Versuchsansatz wurde untersucht wie HCKi auf den Wirkstoff Cetrimid reagierten.
Dafur wurden die Zellen mit den Konzentrationen 100ug/ml, 10pg/ml, 1pug/ml, 0,1pug/ml und bei
den priméren Zellen zusétzlich noch mit der Konzentration 0,01ug/ml Gber einen Zeitraum von
72 Stunden inkubiert. Sowohl die Kontrolle a's auch die restlichen Konzentrationen befanden
sich insgesamt Uber 96 Stunden in Kultur. Da der Zellcounter fur die Konzentrationen 100ug/mi
und 10pg/ml keine validen Werte liefern konnte, wurden diese gleich Null gesetzt, da klinisch
bzw. unter dem Lichtmikroskop keine vitalen Zellen mehr nachgewiesen werden konnten (siehe
Abb. 11, 12 B/C). Aus diesem Grund wurden diese Konzentrationen aus der statistischen
Wertung herausgenommen. Alle restlichen Konzentrationen wurden mit der jeweiligen Kontrolle

verglichen. Untersucht wurden die Gesamtzellzahl a's auch die Zellzahl der vitalen Zellen.

4.4.3.1 Auswertung der Cetrimid-Proliferationser gebnisse bei HCKp

Die Kontrolle der gesamten priméren Keratozyten erreichte eine Zellzahl von 85827 +/- 2544,99
Standardfehler. Der Anteil an vitalen Zellen war hierbel bei der Kontrolle 46328 +/- 1303,31
(Graphik 11). N war fr alle Konzentrationen gleich 10.

Sowohl in der Gruppe der Gesamt- als auch der Vita-Zellzahl konnte in den Konzentrationen
lpg/ml und 0,1ug/ml ein hochsignifikantes Absinken der Zellzahl zur jewelligen Kontrolle
festgestellt werden. Der p-Wert betrug fir diese Konzentrationen jeweils < 0,0001.

Die geringste Konzentration 0,01pug/ml zeigte in beiden Vergleichsgruppen keinen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle. Der p-Wert betrug bei der Gesamtzellzahl hierbei 0,196 und bei der
Vital-Zellzahl 0,679.
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Graphik 11: Durchschnittliche Zellzahl der gesamten und vitalen primaren Keratozyten, die mit Cetrimid
behandelt wurden. Die Konzentrationen 100ug/ml und 10pug/ml wurden gleich Null gesetzt.

*= Signifikanter Unterschied zur Kontrolle in der Gruppe der Gesamtzellzahl. **=Signifikanter Unterschied
in der Gruppe der Vital-Zellzahl.

4.4.3.2 Auswertung der Cetrimid-Proliferationser gebnisse bei HCKi

Die Kontrolle zeigte eine Zellzahl von 98238,33 +/- 6553,30 Standardfehler in der Gruppe der
gesamten Keratozyten. Der Antell der vitalen Zellen lag hierbei bei 75128,33 +/- 5344,67 Zellen
(Graphik 12).

Sowohl in der Gruppe der gesamten as ach der vitden Keratozyten zeigte sich ein
hochsignifikantes Absinken der jeweiligen Zellzahl auf 49579,09 +/- 5034,75 bzw. 33780 +/-
4176,50 bei einer Cetrimid-Konzentration von 1ug/ml (jeweils p= < 0,0001). Kein signifikanter

Unterschied zur Kontrolle wurde bei der Konzentration 0,1ug/ml festgestellt (p= 0,912 bzw.
0,991).
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Graphik 12: Durchschnittliche Zellzahl der gesamten und vitalen immortalisierten Keratozyten, die mit
Cetrimid behandelt wurden. Die Konzentrationen 100ug/ml und 10ug/ml wurden gleich Null gesetzt.
* = Signifikanter Unterschied zur Kontrolle in der Gruppe der Gesamtzellzahl. **=Signifikanter Unterschied
in der Gruppe der Vital-Zellzahl.

4.4.4 Auswertung des Vitalitatsanteilsder mit Cetrimid behandelten Zellkulturen
4.4.4.1 Auswertung des Vitalitatsanteils der mit Cetrimid behandelten HCKp

Die Kontrolle der Vitalitét wies fur die priméaren Keratozyten einen Prozentsatz von 54,04% +/-
2,20 % Standardabweichung auf (Graphik 13). Bei der Konzentration 1ug/ml konnte ein
hochsignifikantes Absinken des Vitalitétsanteils mit einem p-Wert von < 0,0001 nachgewiesen
werden. Die Konzentration 0,1ug/ml zeigte keinen signifikanten Unterschied mehr zur Kontrolle
(p= 0,324). Auffallig war jedoch, dass bel der um eine zehner- Potenz niedrigeren Konzentration
der Vitaitéatsanteill mit einem p-Wert von 0,040 wieder signifikant herabgesetzt war, obwohl von

der Zellzahl her keine Signifikanz nachgewiesen werden konnte (siehe oben).
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Graphik 13: Anteil der vitalen Zellen an der Gesamtzellzahl in % fur die mit Cetrimid behandelten
Keratozyten. ** = Signifikanter Unterschied zur Kontrolle bei HCKp. *= Signifikanter Unterschied zur
Kontrolle bei HCKi.

4.4.4.2 Auswertung des Vitalitatsantells der mit Cetrimid behandelten HCKi

Die Kontrolle erreichte einen durchschnittlichen Wert von 76,28% +/- 3,78%
Standardabweichung (Graphik 13). Bei einer Konzentration von 1ug/ml war der Vitalitétsanteil
noch signifikant herabgesetzt (p= < 0,0001). Erst ab einer Konzentration von 0,1ug/ml war keine
Signifikanz mehr nachweisbar (p= 0,491).
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4.45 Vergleich der Ergebnisse zwischen primaren und immortalisierten Keratozyten
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4.45.1 Vergleich der mit Cetrimid behandelten HCKp und HCKi

In der untersuchten Gruppe der HCKp zeigten sich in der prozentualen Gesamtzellzahl in allen
Konzentrationen hochsignifikante Unterschiede zur Kontrolle (jeweils p= < 0,0001). In den
Konzentrationen 1ug/ml und 0,1pug/ml war die Zellzahl signifikant um 41% bzw. 23% erniedrigt.
Die Konzentration 0,01ug/ml jedoch zeigte einen deutlichen Wiederanstieg der Zellzahl, der nun
signifikant hoher as die Kontrolle war.

In der Gruppe der HCKi sah man ebenfalls eine hochsignifikante Absenkung der Gesamtzellzahl
um etwa die Hafte bel einem p-Wert von <0,0001. Ab einer Konzentration von 0,1ug/mi
Cetrimid jedoch wurde kein signifikanter Unterschied mehr zur Kontrolle festgestellt (p= 0,893).
(Graphik 16)
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Die vitden HCKp zeigten in den Konzentrationen 1ug/ml und 0,1ug/ml einen Abfal der
Zellzahl um 57% bzw. 28%. Der p-Wert war fur beide Konzentrationen < 0,0001 und damit
hochsignifikant. Die Konzentration 0,01ug/ml wies keinen signifikanten Unterschied mehr im
Vergleich zur Kontrolle auf (p = 0,548).

Auch bei den HCKi wurde ein hochsignifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle in der
Konzentration 1ug/ml Cetrimid festgestellt. Hierbei war die Zellzahl um etwa 56% gesunken
(p=< 0,0001). Im Gegensatz zu den HCKp wurde bereits ab einer Konzentration von 0,1ug/ml
kein statistischer Unterschied mehr im Vergleich zur Kontrolle festgestellt (p= 0,893).

(Graphik 17)
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Graphik 16: Durchschnittliche Gesamtzellzahl der mit Cetrimid behandelten HCKp und HCKI.

**= Signifikanz der priméaren Keratozyten (HCKp) p <0,0001. *=Signifikanz der immortalisierten
Keratozyten (HCKi) p <0,0001.
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Graphik 17: Durchschnittliche Vital-Zellzahl der mit Cetrimid behandelten HCK p und HCKIi.
**= Gignifikanz der primaren Keratozyten (HCKp) p <0,0001. *=Signifikanz der immortalisierten
Keratozyten (HCKi) p <0,0001.

4.45.2 Vergleich der Vitalitat zwischen mit Cetrimid behandelten HCK p und HCKi

Die Vitalitét (siehe Graphik 18) der priméaren Keratozyten war bei einer Konzentration von
1pg/ml mit einem p-Wert von <0,0001 hochsignifikant herabgesetzt. Bei der nachst niedrigeren
Konzentration wurde keine statistische Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Mit
einem p-Wert von 0,033 war jedoch die letzte Konzentration (0,01ug/ml) wieder signifikant um
etwa 7% herabgesetzt.

In der Gruppe der immortalisierten Keratozyten zeigte sich ein signifikanter Abfall der Vitalitat
um etwa 13% bei der Konzentration 1ug/ml (p= 0,001). Die Konzentration 0,1ug/ml wies keinen
signifikanten Unterschied mehr zur Kontrolle auf, wobel der p-Wert hierbei 0,372 betrug.
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Graphik 18: Durchschittliche Vitalitdt in % der mit Cetrimid behandelten HCKp und HCKi.
**= Gignifikanz fUr primére Keratozyten bei 1ug/ml p= <0,0001, bei 0,01ug/ml p= <0,05. *= Signifikanz fir
immortalisierte Keratozten p= 0,001.

4.5 Ergebnisse des TUNEL -Assays (Cetrimid)

In der Gruppe der mit 100pg/ml Cetrimid behandelten Keratozyten sind keine vitaen Zellen
mehr vorhanden, sowohl bei den priméren as auch bei den immortalisierten Zellreihen. Die
Zéllen sind nekrotisch und am Untergrund durch die schnelle Schadigung fixiert (Abb. 13 B/G).
Ab der Konzentration 1ug/ml steigt die Zellzahl der Keratozyten pro Gesichtsfeld wieder
deutlich in beiden Zellrehen an. Bei den primaen Keratozyten erkennt man in der
Konzentration 1ug/ml eine durch Apoptose bereits aufgeloste Zelle (Abb. 13 C mit einem Pfell
markiert). Auch in der Gruppe der immortalisierten Keratozyten sind in Abbildung 13 H mehrere
Apoptosen mit einer Chromatinverdichtung und —verlagerung in Richtung Zdlrand (Pfeil) zu
erkennen. Aufgrund der nur vereinzelt auftretenden Apoptosen, die auch ener
Kontrollpopulation entsprechen, wurde von einer quantitativen Analyse abgesehen. Bel den

restlichen Konzentrationen wurden keine Apoptosen detektiert.
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Abbildung 13: TUNEL -Farbung der mit Cetrimid behandelten primaren und immortalisierten Keratozyten
VergroRerung x 400 (auf Originalbildebene)

A: HCKp Kontrolle B: HCKp 100pug/ml C: HCKp 1pug/ml

D: HCKp 0,1pg/ml E: HCKp 0,01ug/ml
F: HCKi Kontrolle G: HCKi 100ug/mi H: HCKi 1pg/ml

I: HCKi 0,1pg/ml
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4.6 Ergebnisse des Annexin-V-Fluorescein/Propidium-Assays (Cetrimid)

In der Kontrollgruppe wurden keine Anfé&rbungen mit Annexin-V-Fluorescein oder
Propidiumiodid gesehen. Man erkennt in der Gruppe der hochsten Konzentration deutlich eine
Anfarbung sowohl der priméaren as auch der immortalisierten Keratozyten mit beiden
Substanzen. Dies spricht fur eine nekrotische Schadigung der Zellen (Abb. 14,15 D/E/F). In den
restlichen gepriften Konzentrationen wurden keine nekrotischen oder apoptotischen
Schédigungen detektiert.

.

-
.

Abbildung 14: Fluoreszenzfarbung der mit Cetrimid behandelten immortalisierten K eratozyten.
VergrofRerung x 400 (Vergr6lRerung auf Originalbildebene)

A: Kontrolle HCKp DAPI B: Kontrolle HCKp Annexin-V-Farbung C: Kontrolle HCKp Propidiumiodid
D: 100pg/ml HCKp DAPI  E: 100pg/ml HCKp Annexin-V-Farbung F: 100pug/ml HCKp Propidiumiodid
G: 1ug/ml HCKp DAPI H: 0,1ug/ml HCKp DAPI I: 0,01ug/ml HCKp DAPI
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Abbildung 15: Fluoreszenzfarbung der mit Cetrimid behandelten immortalisierten Keratozyten.
Vergrolerung x 400 (VergrofRerung auf Originalbildebene)

: Kontrolle HCKi DAPI

: Kontrolle HCKi Annexin-V-Farbung
: Kontrolle HCKi Propidiumiodid

: 100ug/ml HCKi DAPI

: 100pg/ml HCKi Annexin-V-Farbung
: 100ug/ml HCKii Propidiumiodid

: lpg/ml HCKi DAPI

: 0,2ug/ml HCKi DAPI
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3. DISKUSSION

5.1 HCKp versus HCKi — So ver schieden und doch gleich?

Beim Vergleich beider Zelreihen zeigten sich schon bel der Kultivierung der Zellen
Unterschiede im Phanotyp und im Proliferationsverhalten. Diese Unterschiede wurden durch
eine qualitative mikroskopische, aber auch quantitative Auswertung mit dem Casy- Zellcounter
unter Berticksichtigung der berechneten Verdopplungszeit bestétigt.

5.1.1 Morphologie

Keratozyten sind flache, dendritische Zellen mesenchymalen Ursprungs, die durch lange
zeluldre Audéufer in einem Netzwerk miteinander verbunden sind und normaer Weise in der
GO-Phase vorliegen. Ihre Hauptaufgabe ist es, die Bestandteile der extrazellularen Matrix zu
sezernieren, aulerdem spielen sie im  aktivierten Zustand eine wichtige Rolle bel  der
Wundheilung.5 734

Immortalisierte Endothel- und Epithelzellen konnten bereits von den Arbeitsgruppen von
Bednarz et d.% und von Araki-Sasaki et al.®® etabliert werden. Hierbei ist von besonderem
Interesse, dass die immortalisierten Zellen anscheinend einen ahnlichen Phanotyp wie in vivo
aufwiesen. Dies ist bei den in der vorliegenden Arbeit verglichenen priméen und
immortalisierten Keratozyten nicht der Fall (siehe Abb.5/6 A, 11/12 A).

Zum einen sind die immortalisierten Keratozyten (HCKi) kleiner und rundlicher als die
primaren (HCKp), wobei sie eine Focushildung aufweisen, zum anderen fehlt ihnen die
dendritische Struktur und die Anordnung in einem Netzwerk. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Zorn-Kruppa et al., die einen Verlust der Kontakthemmung der Zellen, die
normalerweise durch die zelluldren Ausléufer erreicht wird, beschrieben haben. Jedoch wird bei
Kultivierung mit 5% FCS eine in vivo &hnliche Morphologie postuliert.®®

Wilson et al. beschreiben bel humanen cornealen Endothelzellen mit verléngerter Lebensspanne
hingegen eine vermehrt uniforme Morphologie im Gegensatz zu nicht-transfizierten Zellen.®?
Dies entspricht schon eher der Morphologie der verwendeten immortalisierten Keratozyten.
AuRerdem wird ebenfalls ein Verlust der Zellkontakthemmung beschrieben.?°
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5.1.1.1 Beainflussende Faktoren

Es stellt sich also die Frage, wodurch diese Unterschiede entstanden sein konnten. Bereits bei
anderen immortalisierten Zellrethen wie den Chang oder 10OBA-NHS conjunktivalen
Epithelzellen sind Unterschiede zu ihren primaren Urspringen im Hinblick auf Karyotyp, aber
auch Phanotyp aufgefallen. 1?4122

Eine mogliche Erklarung fir die Unterschiede zwischen HCKp und HCKi waére, dass es unter
Serumeinfluss, insbesondere bei Konzentrationen Uber 10%, zu einer Aktivierung der Zellen
kommen kann, so dass die Zellen einen spindelférmigen fibroblastischen Phéanotyp annehmen.>?
In der vorliegenden Analyse wurden die immortalisierten Zellen mit 5% FCS und die priméren
mit anfangs 10%igem FCS kultiviert, das relativ schnell auf 5% herunterdosiert wurde, wobei
die HCKp-Versuche zum Erreichen einer besseren Adhdrenz mit 10% FCS durchgefihrt
wurden. Das bedeutet, insbesondere die priméren Zellen wéren dann von einer Aktivierung
betroffen. Nichtsdestotrotz haben aber auch andere Arbeitsgruppen Keratozyten in Anwesenheit
von Serum Kkultiviert ohne hierbei eine Aktivierung der Zellen zu bemerken 1212412
Andererseits kann bereits das Splitten der Kultur zur Passagierung einen Wund-&hnlichen Reiz
fir die Zellen darstellen und so eine Aktivierung verursachen.®” Daher wurden fiir die Versuche
HCKp der 3.Passage gewdhlt, um den Wundreiz weitgehend zu minimieren, jedoch eine
ausreichende Zellzahl und somit eine Homogenitét der Versuche zu erreichen.

Aul¥erdem wurde dem Kulturmedium fir HCKp Insulin beigefugt, das dafir bekannt ist, den in
vivo Phénotyp der Keratozyten zu bewahren.® Auch ist bekannt, dass es bei Kultivierung mit
einer hohen Zelldichte zu keiner Aktivierung der Keratozyten kommt.>® Insofern kénnten sich
Insulin und FCS, insbesondere bel einer, wie bel den vorliegenden Versuchen, hohen Zelldichte
gegenseitig relativiert haben. Eine Aktivierung der primdren Keratozyten kann jedoch mit
Sicherheit nicht ausgeschlossen werden.

NatUrlich kann die Ursache aber auch bei den HCKi liegen. Neben der Aufhebung der Zell-
K ontakthemmunger®*?, sind fiir immortalisierte Zellen auch chromosomale Aberrationerf® und
Instabilitatent?® beschrieben. Diese kénnten den Phanotyp der Zellen nachhaltig verandert haben.
HierfUr sind weitere Studien notwendig, die insbesondere auf chromosomale, aber auch

biochemische Unterschiede beider Zellreihen eingehen.
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5.1.2 Proliferation

In vivo haben Keratozyten eine nur langsame mitotische Aktivitdt. Der Turn-Over-Zeitraum liegt
normalerweise bei etwa zwei Jahren.***° Gut beschrieben ist, dass hingegen immortalisierte
Zellen in vitro stark erhohte Proliferationsraten aufweisen.®*%*%127 Hierbei werden durch das
groe SV40 T-Antigen verursachte hthere G1- Transite diskutiert.5*

Entsprechende Ergebnisse konnten auch in der vorgestellten Arbeit gezeigt werden. So liegt die
Kontroll-Vitalzellzahl der HCKi mit 95801 Zellen deutlich Gber der HCKp Kontroll-
Vitalzellzahl, die bel 33379 Zellen in der BAC-Testgruppe liegt. In der Cetrimid-Gruppe weist
die Kontrolle der HCKi ebenfalls deutlich hthere Werte als die HCK p-Kontrolle auf.

Insgesamt fiel bereits bei der Kultivierung der HCKi eine viel stérkere Proliferation der Zellen
mit erhohter metabolischer Aktivitét auf, die durch einen Farbumschlag des Mediums sichtbar

wurde.

5.1.3 Verdopplungszeit

Die Verdopplungszeit ist ein wichtiger Marker bel der Auswertung des Proliferationsverhaltens
von Zellen. Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen priméren und immortalisierten
Keratozyten. Die Verdopplungszeit der HCKIi ist entsprechend einer erhohten Proliferation im
Gegensatz zu HCKp verkirzt. Es ergaben sich fr die Kontrollen Werte von etwa 30-34 Stunden
bei den HCKi im Vergleich zu ca. 43-58 Stunden bel den priméren Zellen. Dies passt gut zu den
von ZornKruppa et a. fur die immortaisierten Keratozyten berechneten Werte, die bei 34
Stunden HCK Verdopplungszeit liegen.®®

Bereits wahrend der Kultivierung war dieser Unterschied durch die unterschiedlich haufige
Notwendigkeit zur Passage auffalig.

72



5.2  DieWirkung von quartaren Ammoniumver bindungen auf K eratozyten

Neben der Arbeit von ZornKruppa et a.®’ ist die vorgelegte Arbeit nach bestméglicher
Literaturrecherche die einzige, die immortalisierte mit primaren Keratozyten anhand von
Zytotoxizitatstests vergleicht.

In der vorliegenden Arbeit wurde im Gegensatz zu der vielfach verwendeten Kurzzeitanalyse mit
Einwirkungsdauern von etwa 5-60 Minuten einmalig bzw. mehrmals pro Tag mit gegebenenfalls
24 stindiger Regenerationspause, eine Langzeitanalyse von insgesamt 72 Stunden Wirkdauer
gewdhlt, um die Wirkung der Substanzen bei taglich mehrmaligem Gebrauch Uber einen
langeren Zeitraum zu simulieren.

Mit dem CASY 1 Zellcounter wurden sowohl die Zellzahl als auch die Vitalitdt bestimmt,
aulRerdem wurde zusétzlich die Verdopplungszeit berechnet. Neben einer statistischen Analyse
innerhalb der einzelnen Gruppen, war jedoch der direkte Vergleich zwischen beiden Zelllinien
von besonderem Interesse. Hierfir wurden die Zellzahlen gleichgesetzt, um die
Proliferationsunterschiede (siehe Kap.5.1), die sowohl in Vorversuchen als auch innerhalb der

Versuche deutlich wurden, weitgehend auszuschalten.

5.2.1 DieWirkung von BAC auf HCKp und HCKi im Vergleich

Benzalkoniumchlorid ist trotz seiner gut dokumentierten toxischen Wirkung auf Hornhautzellen
immer noch das haufigste in Augentropfen verwendete Konservierungsmittel. Als ein
kationisches Tensid schadigt es die praecorneale Lipidschicht, was eine schwere Schadigung des
Epithels erst méglich macht'"®31%  auRerdem erhéht es die Permeabilitét der Corneal’181982
International werden im Gegensatz zu Deutschland Konzentrationen am haufigsten zwischen
0,004% und 0,02% angegeben, was die Verwendung von 40ug/ml BAC in dieser Studie
erklart.®31%° |nsgesamt wurden die Konzentrationen 40; 4; 0,4; 0,2 und 0,1pg/ml firr 72 Stunden
getestet. Hierzulande wird in Augentropfen am haufigsten die Konzentration 0,1mg/ml, die einer
0,01%igen Losung entspricht, verwendet. Diese Konzentration ist insbesondere an humanen
Epithel- oder immortalisierten Chang conjunktivalen Epithelzellen as besonders toxisch
beschrieben. Bereits nach 15 Minuten kommt es zu einer ®fortigen Lysis der Zellen mit
Debribildung und einem starken Abfall der Membranintegritat.?>**° AuRerdem kondensiert das
Chromatin und die ROS-Produktion (reactive oxygen species) in den Mitochondrien,

insbesondere Wasserstoffperoxid und Super- bzw. Hyperoxid-Anion as Zeichen einer
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Zytotoxizitat bzw. von oxidativem Stress, steigt signifikant an.?***! Innerhalb von zwei Stunden
folgt dann nach Tripathi et a. eine Zelldegeneration mit Sistieren der normalen Cytokinesis,
Zellretraktion und aber auch der mitotischen Aktivitét.?? Debbasch et al. beschreiben nach 24

1 Auch bel einer Konzentration von

Stunden die Entwicklung einer sekundaren Nekrose.:®
0,005% (50pg/ml) sind von mehreren Autoren schwere Zelldysfunktionen mit Abnahme der
Membranintegritdt und Chromatinkondensation bereits nach kurzer Einwirkungsdauer
beschrieben. 208312910 Eina 0,001%ige BAC-L6sung verursacht bei Cha et al. nach 30 Minuten
eine schwerwiegende Zelldysfunktion, die mit einer Stérung der Barrierefunktion und Membrant
integritét einhergeht.®® Aber auch hier reichen bereits 15 Minuten aus, um nach 24 Stunden einen
Membranintegritatsabfall mit Chromatinkondensation und starker ROS-Produktion zu
verursachen.® Sogar zwei mal 10 Minuten mit dazwischen liegender 24stiindiger
Regenerationspause fihren 24 Stunden spéter bel de Saint Jean et a. zu einem signifikanten
Abfall der Zzellzahl.®* Wu e d. beschreiben bei humanen Keratozyten eine
Wachstumsinhibierung nach 100 Minuten Einwirkdauer.’*® Bei einer Konzentration von
0,0001% (= 1ug/ml) sind Wachstumshemmung'®? und bei Konzentrationen von 0,00001%
(=0,1pg/ml) nur noch erhbhte ROS-Werte beschrieberf®’®, wobei Brasnu et a. hier fir
immortalisierte IOBA-NHC conjunktivale Epithelzellen einen Anstieg der Vitalitét durch hohere
Proliferation beschreiben. '

In beiden Zellreihen waren in den Konzentrationen 40 und 4ug/ml keine vitalen Zellen mehr
nachweisbar. Dies ist mit den von anderen Autoren beschriebenen Ergebnissen konsistent, da die
Wirkung von BAC eine zeitabhéngige Komponente aufweist, und schwerste Schaden nach einer
Einwirkungsdauer von 72 Stunden zu erwarten waren. Ab einer Konzentration von Q4ug/ml
wurden in allen Vergleichsgruppen wieder der Kontrolle entsprechende Zellzahlen festgestellt.
Hierbei ist anzumerken, dass im direkten Vergleich zwischen beiden Zellreihen, die HCKp bei
Konzentrationen = 0,4ug/ml die Vitalzellzahl der Kontrolle bei einem signifikanten
Vitalitétsverlust zwar erreichten, wobel der Vitdlitatsverlust in der niedrigsten Konzentration
(0,2pg/ml) nur noch knapp signifikant war (p= 0,047), was insgesamt stimmig zu den
Ergebnissen von Debbasch et a.ist.2*"® Nur bei HCKi jedoch stieg die Zellzahl im Vergleich zur
Kontrolle signifikant ohne (!) einen Vitalitatsverlust an, auf bis zu 232,48% in der Konzentration
0,2ug/ml. Dies lasst sich einerseits durch hohere Proliferationsraten der immortalisierten
Keratozyten erkldren, andererseits ist hieraus vor allem auf eine hthere Regenerations- und
Widerstandsfahigkeit der HCKi zu schliefen.
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Zorn-Kruppa et al. konnten hingegen keinen signifikanten Unterschied zwischen HCKp und
HCKi nach BAC-Einwirkung feststellen.®’ Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurden die
Zéellen jedoch nur for 60 Minuten mit anschlief3ender Regenerationspause in normalem Medium
von 24 Stunden behandelt, sodass naheliegt, dass durch die kirzere Einwirkungsdauer und somit
schwéchere Wirkung die Unterschiede zwischen beiden Zellreihen nicht so stark ausgepragt
waren.

Unerwartet war die Verkirzung der Verdopplungszeit, die bei den HCKp tendenziell, bei den
HCKi hingegen signifikant ausfiel. In geringen Konzentrationen, insbesondere bei 0,2ug/ml,
scheint BAC einen proliferativen Effekt aufzuweisen.

5.2.2 DieWirkungvon Cetrimid auf HCKp und HCKi im Vergleich

Im Gegensatz zu BAC fuhrt Cetrimid in Studien ein Schattendasein, obwohl es relativ oft in
Augentropfen Verwendung findet. In den wenigen zu dieser Substanz verfassten Studien, wird
zumeist eine &hnliche Wirkung von Cetrimid und BAC als Mitglieder der selben Gruppe,
namlich der quartdren Ammoniumverbindungen, postuliert.?>”® Kasper et a. beschreiben sogar
eine geringere Toxizitdt von Cetrimid, wobei hier beachtet werden muss, dass diese
Arbeitsgruppe  Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) verwendet hat.”®> Normalerweise
bestehen die zur Konservierung verwendeten Lodsungen aber aus Trimethyltetradecyl-
ammoniumbromid mit geringen Anteilen von Dodecyl- und Hexadecyltrimethylammonium-
bromid (siehe Kap.1.4.2), so dass sich hieraus Unterschiede ergeben kénnen.*° Der Gebrauch der
Bezeichnung Cetrimid kann daher etwas verwirrend sein, da er fur beide Mischungen gebraucht
wird. In dieser Arbeit wird nur die in Augentropfen verwendete Mischung als Cetrimid
bezeichnet.

Fir CTAB wird von van Ruissen et a. eine **LDsp, also die mittlere letale Dosis, die innerhalb
von 24 Stunden eine 50%ige Reduktion der vitalen Zellen verursacht, von 3ug/ml bel
Hautkeratinozyten angegeben.’®* Wie auch fir BAC werden Schadigungen der
Membranintegritét durch Cetrimid nach nur 15 Minuten Einwirkzeit in den Konzentrationen
0,01% und 0,005% angegeben. Bis zu einer Konzentration von 0,00001% (= 0,1pg/ml) ist
jedoch noch eine Erhdhung der ROS-Produktion bei normaler Zellzahl festgestellt worden.?%"®
In der vorgelegten Arbeit wurden die Cetrimid-Konzentrationen 100; 10; 1; 0,1 und bei HCKp
zusdtzlich 0,01ug/ml getestet. 1ug/ml fuhrte zu einem 56 bzw. 57%igen hochsignifikanten
Abfall der Vitalzellzahl bel den HCKi bzw. HCKp, was den Ergebnissen von van Ruissen et al.
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in etwa entspricht.** Zwar ist die Konzentration um 2ug geringer as bei van Ruissen et al.
angegeben, dies ist jedoch durch die léngere Einwirkdauer (72 Stunden), durch Zellunterschiede
zwischen Hautkeratinozyten und cornealen Keratozyten und durch mogliche Unterschiede
zwischen CTAB und Cetrimid zu erkl&ren.

Interessant ist, dass bei den HCKi ab einer Konzentration von 0,1ug/ml kein signifikanter
Unterschied mehr sowohl in der Zellzahl als auch n der Vitdité zur Kontrolle nachgewiesen
wurde. Dies entspricht den Ergebnissen von Debbasch et al..?° Im Gegensatz hierzu erreichten
die priméren Keratozyten erst ab der Konzentration 0,01ug/ml keinen signifikanten Unterschied
mehr zur Kontrolle, obwohl die Vitalitéat bereits ab 0,1ug/ml keine Signifikanz mehr zeigte. Eine
Erklarung hierfir wéare ene hohere Widerstandss und Regenerationsfahigkeit der
immortalisierten Zellen bzw. im Umkehrschluss eine hohere Sensitivitét primérer Zellen. Dies
passt zu der erhohten mitochondrialen Produktion der von Debbasch et al. festgestellten
reaktiven Sauerstoffspezies,®®’® die durch die hohe Sensitivitét der hier verwendeten HCKp und
die lange Einwirkdauer von 72 Stunden dann auch zu Einschrénkungen der Zellzahl und Vitalitét
fuhren konnten. Da die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in dieser Studie nicht untersucht
wurden, kann hier keine endgiltige Aussage getroffen werden. Unklar ist, warum die Vitaitét
bei der niedrigsten Konzentration (0,01ug) plétzlich, zwar nur knapp signifikant (p= 0,033),
wieder abfdlt.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass Cetrimid die Verdopplungszeit sowohl bei den HCKp
als auch den HCKi hochsignifikant, bel den priméren Keratozyten um bis zu 124,20%,
verlangert. Wie auch bei der Zellzahl und der Vitalitédt ist bel immortaliserten Keratozyten ab
der Konzentration = 0,1ug/ml kein Unterschied mehr zur Kontrolle nachweisbar, wohingegen
bei den priméren Keratozyten erst ab einer Konzentration von 0,01ug/ml die Verdopplungszeit

wieder normalisiert ist. Dies spricht fUr einen stark wachstumshemmenden Effekt von Cetrimid.
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53 Der durch quartare Ammoniumver bindungen ver mittelte Zelltod

In mehreren Publikationen wird beschrieben, dass quartére Ammoniumverbindungen in geringen
K onzentrationen eine Apoptose, in hohen K onzentrationen eine Nekrose induzieren kénnen. 0%
Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nur bedingt bestétigt werden. Insgesamt fielen die
Ergebnisse nicht wie erwartet aus.

Da fur Cetrimid und BAC &hnlich Ergebnisse detektiert wurden, werden diese hier gemeinsam

besprochen.

5.3.1 Apoptose versus Nekrose

Brasnu et al. fanden mittels Annexin-V-Assay, das an das bei apoptotischen Zellen auf die
AulRenseite der Membran wechselnde Phosphotidylserin bindet, insbesondere spate Apoptosen in
den Konzentrationen 0,01%, 0,005% und 0,004% bei spontan immortalisierten IOBA-NHC
conjunktivalen  Epithelzellen nach 15 Minuten Einwirkdauer mit  nachfolgender
Regenerationspause von 24 Stunden. Bei der ebenfalls immortalisierten Chang conjunktivalen
Epithelzelllinie fand er hingegen auch in niedrigen Konzentrationen wie 0,0001% (= 1ug/ml)
und 0,00001% (= 0,1pg/ml) aufgrund einer hoheren Sengitivitat dieser Zelllinie noch spéte
Apoptosen.*® Liang et al. beschreiben nach 15maligem Eintropfen von 0,02%igem BAC in
jeweils 5 Minuten Absténden in KaninchenrAugen einen deutlichen Anstieg apoptotischer
Zellen im Limbusbereich und der Conjunktiva mittels TUNEL-Assay.*** Auch Baudouin et al.
detektierten in der Konzentration 0,02 bis 0,015% mittels Annexin-V viele spdte Apoptosen,
aber auch viele Nekrosen nach 30 Minuten Wirkdauer.®*® Hamard et al. geben nach einer
Einwirkdauer von 15 Minuten und 24 Stunden Erholung der Zellen in Normamedium fir
Trabekelzellen an, dass insgesamt 86% der Zellen in der Konzentration 0,001% Annexin-V-
positiv waren, und dass auch eine 0,0001%ige Losung einen signifikanten Anstieg der Annexin
V-positiven Zellen bewirkte.r*’

In der vorliegenden Studie wurden primére und immortalisierte Keratozyten mittels Annexin-V-
Fuorescein/Propidiumiodid- und mittels TUNEL/Hamatoxylin- Assay geférbt, um eine Aussage
Uber die Art des von quartdren Ammoniumverbindungen vermittelten Zelltodes treffen zu
konnen. Naturlich bestand weiterhin die Frage, ob Unterschiede zwischen beiden Zellreihen
detektierbar waren. Getestet wurden jewells die Konzentration 40; 0,4; 0,2 und O,1ug/ml fir
BAC bzw. 100; 1; 0,1 und 0,01pug/ml fir Cetrimid. Sowohl fir immortalisierte als auch fur
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primére Zellen wurden fir beide Substanzen adhnliche Ergebnisse festgestellt. Nur in der
hochsten Konzentration wurden mit beiden Verfahren Nekrosen, entsprechend den Ergebnissen

al.>*% und Brasnu et a.**°, dokumentiert. Erstaunlicher Weise entsprachen ab

von Baudouin et
der zweiten Konzentration sowohl in beiden Zellreihen as auch bei beiden Substanzen die
Apoptosezahlen einer Kontrollpopulation, so dass von einer quantitativen Analyse abgesehen
wurde. Da diese Ergebnisse unerwartet sind, sind sie eher kritisch zu betrachten und bedtrfen

der weiteren Abkl&rung.

5.3.2 Doch keine Apoptosen?

Man muss sich zwangdaufig die Frage stellen, wohin die von mehreren Autoren beschriebenen
Apoptosen nun ,,verschwunden” sind. Oder waren sie nie da? Es ist zu diskutieren, wodurch ein
womaoglich falsch negatives Ergebnis augel 6st worden sein konnte.

Eine Erklérung hierflr wére, dass ein zu grofRer Zeitraum in den hier durchgefuhrten Versuchen
gewdhlt wurde. Die Zellen waren demnach einfach nicht mehr nachweisbar, da sie sich bereits
aufgelost und durch neu proliferierte Zellen ersetzt worden sind. Eine dhnliche Problematik ist
auch von Wilson et a. beschrieben. Nach 72 Stunden konnte er und seine Arbeitsgruppe an
primaren Keratozyten kaum Apoptosen mehr mit dem TUNEL-Assay nachweisen.*
Insbesondere ist zu bedenken, dass der TUNEL-Assay nur spdte Apoptosen detektiert, die zum
Teil auch nicht von Nekrosen unterschiedenwerden kénnen.**

Bei der Auswertung der in dieser Arbeit in beiden Substanzgruppen verwendeten jewelligen
hochsten Konzentration erkennt man deutlich eine Dunkelférbung der Zellen mit Fixierung auf
den Objekttrager. Diese beim TUNEL-Assay im Durchlichtmikroskop sichtbare Reaktion bzw.
eine Anfarbung der Zellen sowohl mit AnnexinV als auch Propidiumiodid im Fluoreszenz-
mikroskop ist nur mit einer Nekrose vereinbar. Dies entspricht dem erwarteten Resultat, dass
quartére Ammoniumverbindungen in hohen Dosen eine Nekrose induzieren konnen.
Andererseits beschreiben Debbasch et a. das Auftreten von sekundaren Nekrosen, also eine
abgebrochene Apoptose, bereits 24 Stunden nach Einwirkung von Benzalkoniumchlorid auf
Chang conjunktivale Zellen,* wobei auch Wilson et a. eine eher durch Nekrose vermittelte
spate Wundreaktion bei Keratozyten vermuteten.*® Dies spricht ebenfalls fir einen Zeit-
induzierten Faktor.

Wenn nun aber Apoptosen niemals vorhanden waren, muss dann davon ausgegangen werden,

dass durch quartére Ammoniumverbindungen geschadigte Zellen nicht tber einen Apoptose
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vermittelten Weg absterben? Insbesondere da die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit einen
sogar proliferativen Effekt von BAC in geringen Konzentrationen vermuten lassen? Mittlerweile
werden beispielsweise fir Benzalkoniumchlorid auch aternative Signal- und Todeswege neben
dem bekannten Uber Apoptose oder in hohen Dosen Uber Nekrose vermittelten Weg diskutiert.
De Saint Jean et a. fielen auf, dass nach einer 10minttigen Einwirkung von BAC 0,001%
(=10ug/ml) Chang conjunktivale Epithelzellen zwar abstarben, jedoch ohne jegliche typische
Apoptosemerkmale, obwohl die Expression des Apoptosemarkers Apo 2.7 unverandert hoch
war. Diese Arbeitsgruppe postulierte daher einen fas-unabhangigen Caspase-Aktivierungsweg,
der ohne die Involvierung von p53, Fas oder Fasligand induziert wird.'*?> Buron et al.
beschreiben hingegen sogar einen dreifachen Weg als Reaktion auf BAC, erstens den
,hormalen* Caspase vermittelten intrinsischen oder extrinsischen Todesweg. Durch eine
Caspaseinhibierung konnte Buron und ihre Arbeitsgruppe zeigen, dass dennoch eine
Chromatinkondensation der Zellen entstand. Daher vermuteten sie enen vdllig
caspaseunabhéngigen zweiten Weg.?® Dieser caspaseunabhangige Weg wird jedoch meist nicht
als richtige Apoptose, sondern nur as ein apoptoseartiger Zelltod bezeichnet.!%* Als dritten Weg
beschreiben Buron et a. eine an den behandelten Zellen aufgetretene Vakuolenbildung, die einen
autophagischen Prozess nahelegt.”® Dies ist insbesondere unter der Beriicksichtigung sehr
interessant, dass Lande et al. die Fahigkeit von priméaren Keratozyten, Partikel in vitro zu
phagozytieren, beschrieben haben.*® Man muss davon ausgehen, dass normalerweise in vivo
apoptotische bzw. geschadigte Zellen schnell phagozytiert werden. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die durch quartére Ammoniumverbindungen geschadigten Zellen
durch Phagozytose von ihren Nachbarzellen entfernt wurden und nach 72 Stunden nicht mehr
nachweisbar waren.

Als letzte Variante bleiben zellkulturabhéngige Faktoren. So zeigte sich, dass unbehandelte
Zéllen, die wahrend der Kultivierung ihre Senseszenz erreicht hatten, aber nattrlich vor alem
auch geschédigte Zellen wahrend der Versuche, sich abrunden und dann vom Flaschenboden
[6sen, so dass sie im Medium schwimmen. 72 Stunden sind ein ausreichender Zeitraum, um auch
bei geringen Konzentrationen einen sanften Abldsungsweg im Gegensatz zur Fixierung unter
hohen Konzentrationen zu gewéhrleisten. Da die Zellen vor der Fixierung auf dem Objekttrager
far die Annexin-V- und TUNEL-Versuche mit PBS gespiilt wurden, und in gewisser Weise ja
auch das Eintauchen in Aceton einem Spulen gleichkommt, ist es wahrscheinlich, dass die sich

bereits abgel 6sten Zellen somit entfernt und nicht mitgeféarbt wurden.
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Insgesamt kommen fir das Fehlen der Apoptosen in den mit niedrigeren Konzentrationen von
guartéren  Ammoniumverbindungen behandelten  Keratozyten folglich  Zeitfaktoren,
Zellkulturfaktoren, aber auch die Induktion eines nicht Gber den normalen Apoptose- vermittelten
Zelltodes in Frage. Eine eindeutige Erklarung hierfir ist jedoch nach Stand der Literatur nicht
abgebbar. Es sind also weitere Studien nétig, die zum einen in mehreren Zeitabstanden, zum
Beispiel nach 24, 48 und 72 Stunden, das Vorhandensein von Apoptosen nachprifen, zum
anderen die weiter die Signawege des durch quartdre Ammoniumverbindungen vermittelten

Z¢€lltodes anhand von immunhistochemischen und biochemischen Verfahren erforschen.
54 BAC versus Cetrimid

Wie weliter oben bereits beschrieben, werden fur BAC und Cetrimid als Vetreter der selben
Gruppe meist shnliche Wirkungen genannt.”®’® Kasper et al. schreiben auch von einer
schwécheren toxischen Wirkung von Cetrimid.?® Da es in dieser Arbeit mehr um den Vergleich
der beiden Zelrethen anhand der Substanzen ging und auch die Konzentrationen in beiden
Gruppen unterschiedlich gewahlt wurden, konnte kein vollstandiger statistischer Vergleich der
beiden Konservierungsmittel erfolgen. Aus diesem Grund kann diese Frage nicht mit Sicherheit
beantwortet werden. Jedoch sind deutliche Tendenzen bei der Auswertung der Ergebnisse
sichtbar geworden.

Wenn man die beiden Zellrethen im direkten Vergleich in der Konzentration 0,1ug/ml betrachtet,
so féllt ein deutlicher Unterschied auf. Wahrend bei BAC die Gesamt-und Vitalzellzahl in der
Gruppe der HCKp keinen signifikanten Unterschied zur Kontrolle zeigen und in der Gruppe der
HCKi sogar ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen ist, falt die Zellzahl bei Cetrimid in der
Gruppe der HCKp immer noch um Uber 20% und zeigt in der Gruppe der HCKi keinen
Unterschied zur Kontrolle. Dies spricht fur einen stark wachstumshemmenden Effekt von
Cetrimid. Bestdtigt wird dies auch be Betrachtung der Verdopplungszeit in alen
Konzentrationen. Wahrend sich bei den mit 0,1ug/ml BAC behandelten Zellen die
Verdopplungszeit in beiden Zelreihen verkirzt (fur HCKi signifikant), verléngert sie sich
hochsignifikant bei Cetrimid in der Gruppe der primaren bzw. zeigt keinen Unterschied zur
Kontrolle in der Gruppe der immortalisierten Keratozyten. Dies lasst sich nur mit einem leicht
proliferativen Effekt von BAC erklaren. Brasnu et al. beschreiben bei einer Verwendung von
0,lug/ml  BAC einen Anstieg der Vitaditdt bel der immortalisierten conjunktivalen
Epithelzellreihe IOBA-NHC, den sie jedoch durch eine erhdhte Proliferationrate dieser Zellen
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erklaren.®° Natirrlich hat die erhohte Proliferation der immortalisierten Keratozyten einen
Einfluss auf diese Ergebnisse, doch sind entsprechende Ergebnisse ja auch bei den normal
proliferierenden priméren Zellen zu finden. Der Aussage von Kasper et a.>® kann daher nicht
zugestimmt werden. Trotzdem sollte dieses unerwartete Ergebnis kritisch gesehen werden.

Es ist erstaunlich, dass es bis jetzt nur sehr wenige Studien zu Cetrimid an Hornhautzellen gibt.
Weitere Analysen mit genauer statistischer Analyse muissen folgen, um Wirkunterschiede
insbesondere durch niedrige Konzentrationen im Hinblick auf das Proliferationsverhalten zu
erforschen.

Letzlich sind beide Substanzen insbesondere auf lange Sicht und bei haufigem taglichen
Gebrauch schadlich fur die Tranenfilmstabilitdt und die Hornhaut. Es ist daher Uberraschend,
dass trotz der bekannten zytotoxischen Wirkung von quartéren Ammoniumverbindungen diese
immer noch in ihren besonders toxischen Konzentrationen in Augentropfen verwendet werden.
Es sollten deshalb mdglichst unkonservierte Einmaldosis-Produkte (EDO) verwendet werden,

um von vornherein eine Gefahrdung auszuschlief3en.

55 HCKi —ein guter Ersatz fur primare Keratozyten?

Das Ziel der vorgestellten Arbeit war insbesondere der Vergleich primérer und der neu
entwickelten immortalisierten Keratozyten im Hinblick auf einen moglichen Ersatz priméarer
Zellen zu Studienzwecken. Auch stellte sich die Frage, ob HCKi den seit den vierziger Jahren
verwendeten Draize- Test bald ersetzen und somit Tierversuche ersparen kénnen.

Die Verwendung von immortalisierter Keratozyten in Studien bietet einige Vorteile. Die Zéellen
sind einfach zu kultivieren, anspruchsarm und liefern gut reproduzierbare Ergebnisse im Sinne
einer guten Zellkultur-Homogenitét bzw. -Standardisierung. Jedoch muss beachtet werden, dass
HCKp und HCKi auch deutliche Unterschiede im Erscheinungsbild, Proliferationsverhalten und
letzlich auch in ihrer Reaktion auf Substanzen aufweisen. ZornKruppa et al. haben ebenfalls
festgestellt, dass die immortalisierten Keratozyten sehr viel starker unter normalen Bedingungen
proliferieren als HCKp.®"%® Bei zwei von drei getesteten Substanzen waren beide Zellreihen in
ihrer Sengitivitét auf die Substanzen vergleichbar. Daher sehen Zorn-Kruppa et al. in den HCKi
einen guten Ersatz fir primére Zellen.®’

In der hier vorgestellten Arbeit entsprachen die Ergebnisse beider Zellreihen nur in eéinem von
zwel Féalen einander. So konnte bel der Untersuchung der mit BAC behandelten Zellen bei
beiden Zellreihen keine Toxizitét mehr ab einer Konzentration von =0,4ug/ml festgestellt
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werden. Bei Behandlung mit Cetrimid hingegen war eine Toxizitét bei HCKi bereits ab einer
Konzentration von 0,1ug/ml, bei HCKp jedoch erst ab einer Konzentration von =0,01pg/ml nicht
mehr nachweisbar. Dies spricht flr eine stéarkere Widerstandsfahigkeit der HCKi bei erhdhter
Proliferationskapazitdét und somit auch erhdhter Regenerationsfahigkeit. Diese Unterschiede
spiegeln sich natrlich wie bereits beschrieben auch in der Vitalitét wieder (Kap. 5.2).

Der Meinung von ZornKruppa et a. kann daher nur teilweise zugestimmt werden. Da man
bedenken muss, dass die in dieser Arbeit detektierten Konzentrationsunterschiede nur in einem
Bereich von einer Zehnerpotenz liegen, konnen HCKi auf jeden Fall insbesondere in
Vorversuchen zum Feststellen von zum Beispiel Toxizitéisgrenzen zum Einsatz kommen.
Hierdurch wirde ein groRer Teil primérer Zellen eingespart werden, die zum einen schwer bzw.
langsam zu kultivieren und auch von Hornhaut zu Hornhaut ziemlich heterogen sind. Somit
konnte der Draize-Test und Versuche mit priméren Zellen auf ein Mindestmal3 reduziert werden.
Wichtig ist, dass man sich beim Gebrauch der HCKIi in Studien der Unterschiede, insbesondere
im Hinblick auf Proliferationskapazitét und Widerstandskraft, beider Zellreihen bewusst ist.

Ganz ersetzen konnen HCKi primére Zellen jedoch nicht.
5.6 HCKIi und der Aufbau eines Hor nhaut-K onstruktes

Viele Arbeitsgruppen verwerden bei der Entwicklung eines kinstlichen humanen Cornea
Aquivalentes zwar immortalisierte Epithe- und Endothelzellen, jedoch native Keratozyten.”"
Daher stellte sich die Frage, ob HCKi beim Aufbau einer kinstlichen Cornea verwendet werden
konnen bzw. sollten.

Griffith et al.”? und Zorn-Kruppa et a.®® haben bereits Hornhaut-Konstrukte, die vollstandig aus
immortalisierten Zellen bestehen, etabliert. Da alle immortalisierten Zellen eine erhthte
Proliferation aufweisen, %>%+6788127 gdl|t die erhhte Proliferationskapazitét der HCKi eigentlich
kein Problem hierfUr dar. Jedoch muss man beachten, dass die Anzahl der Keratozyten in vivo
nur einem Bruchteill der Epithel-oder Endothelzellen entspricht und daher eine Stérung des
empfindlichen Gleichgewichtes mit darauf folgendem Transparenzverlust entstehen kann. Die
etablierten Aquivalente sind transparent und entsprechen laut Arbeitsgruppen im Querschnitt der
humanen Cornea im Aufbau und Erscheinungsbild. Allerdings fehlen momentan diesbeziiglich
Langzeitversuche, die eine Aufrechterhaltung dieses Gleichgewichtes sichern. Desweiteren ist es
unwahrscheinlich, dass diese Konstrukte beim Menschen als Hornhauttransplantate zum Einsatz

kommen kénnen. Der Trend geht eher zur Entwicklung einer kiinstlichen Polymer-Cornea.”®
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6. ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren hat die Entwicklung immortalisierter Zellreihen einen wichtigen Platz in
der Forschung, mit dem Zie einer zunehmenden Standardisierung, eingenommen. Primére
Hornhautzellen sind aufgrund eines nur langsamen Wachstums und einer relativ kurzen
L ebensspanne bei insgesamt hoher Kulturheterogenitét in vitro schwer zu kultivieren. Daher
konnten insbesondere Studien zur Prifung pharmazeutischer sowie kosmetischer Produkte von
immortalisierten Zellreithen aufgrund ihrer einfachen Kultivierung und einer besseren
Vergleichbarkeit profitieren. Auch im Hinblick auf die Entwicklung eines in vitro Cornea
Aquivalentes, stellt die hier vorgelegte Studie einen wichtigen Beitrag dar. Da die Zellreihe der
immortalisierten Keratozyten (HCKi) eine neue Entwicklung darstellt, war das primére Ziel der
vorgelegten Arbeit der Vergleich priméarer Keratozyten (HCKp) mit HCKi im Hinblick auf ihr
Proliferations- und Toxizitdtsverhalten. Desweiteren wurde die Frage beantwortet, ob
immortalisierte Keratozyten in Studien als Ersatz fir primére Zellen sowie fur den Draize-Test
zum Einsatz kommen sollten. Dies wurde anhand der am héaufigsten verwendeten
Konservierungsstoffe, deren zytotoxische Wirkung ebenfalls evaluiert wurde, in Augentropfen
realisiert. Die vorgelegte Arbeit ist nach bestmdglicher Literaturrecherche die bislang Zweite, die
HCKp mit HCKi anhand von Zytotoxizitétstests vergleicht.

Isolierte HCKp und HCKi wurden hierfir kultiviert und dann nach einer Adhérenzphase von 24
Stunden mit BAC und Cetrimid (40-0,1ug/ml bzw. 100-0,01ug/ml) fir 72 Stunden versetzt. Fir
die Kontrollgruppen wurden die Zellen mit dem jeweiligen Keratozytenmedium versetzt und
ebenfals inkubiert. Eine qualitative und quantitative Auswertung der Zellen erfolgte unter dem
Mikroskop bzw. mit einem Zellcounter. Es wurden die Zellzahl und die Vitalitét der Zellen unter
Berticksichtung der Verdopplungszeit eruiert. Mittels eines TUNEL-Assays mit Hamatoxylin-
Gegenfarbung und eines Annexin-V-Propidiumiodid-FluoresceinKits wurde der Anteil
apoptotischer Zellen bestimmt.

Bereits wahrend der Kultivierung zeigten sich deutliche Unterschiede beider Zellreihen im
Hinblick auf ihre Morphologie, Proliferationsrate und ihre Verdopplungszeit. Im Gegensatz zu
primaren Zellen waren die HCKi dichter angeordnet durch einen Verlust der
Zellkontakthemmung, wobei sie kleiner und in ihrer Form rundlicher waren und eine
Focushildung aufwiesen. Aufserdem fiel im Gegensatz zu HCKp eine erhdhte Proliferationsrate
auf. Dementsprechend kiirzer war auch die Verdopplungszeit der HCKi mit etwa 30-34 Stunden

im Gegensatz zu ca. 43-58 Stunden bei priméren Keratozyten. Fir einen direkten Vergleich
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beider Zdllinien im Hinblick auf ihre Reaktion auf BAC und Cetrimid wurden die Zellen
gleichgesetzt, um diesenvon Beginn an bekannten Unterschied moglichst auszugleichen.

Bel Behandlung mit BAC waren in den Konzentrationen 40-4ug/ml sowie bei Cetrimid 100-
10pg/ml keine vitalen Zellen mehr nachweisbar. Mittels Annexin-V- und TUNEL-Assay wurden
hier Nekrosen gezeigt. Bel den mit BAC behandelten Keratozyten wurde ab einer Konzentration
von =0,4pug/ml die Kontrollzellzahl bei beiden Zelllinien erreicht. Hierbei erreichten die
priméren Zellen die Kontrolle zwar, die HCKi zeigten jedoch einen signifikanten Anstieg der
Zellzahl, bei 0,2ug/ml z.B. auf Werte von 232%, im Vergleich zur Kontrolle. Auch die Vitalitét
war bel den primaren im Gegensatz zu den immortalisierten Keratozyten bis zu ener
Konzentration von 0,1ug/ml signifikant herabgesetzt. BAC scheint in geringen Konzentrationen
proliferativ zu wirken, da die Verdopplungszeit bei beiden Zellreihen sich verkirzte, bei HCKp
nur tendenziell, bel HCKi signifikant.

Bel den mit Cetrimid behandelten Keratozyten zeigten beide Zellrethen einen hochsignifikanten
Abfall der Zellzahl, wobei im Gegensatz zu HCKp bei den HCKi bereits ab = 0,1ug/ml kein
statistischer Unterschied im Vergleich zur Kontrolle festgestellt wurde. Hierbei war auch die
Vitaitat signifikant herabgesetzt, bei den HCKp sowohl bei 1ug/ml as auch bei 0,01ug/ml, hier
jedoch nur mit knapper Signifikanz. Im Gegensatz dazu war die Vitalitdt bei den HCKi nur bel
1pg/ml signifikant herabgesetzt. Die Verdopplungszeit war bel beiden Zdlllinien hochsignifikant
verlangert, wobei kein statistischer Unterschied zur Kontrolle bei HCKi ab =0,1ug/ml, bei HCKp
jedoch erst ab 0,01pg/ml detektiert wurde.

In den Konzentrationen 0,4-0,1ug/ml BAC bzw. 1-0,0lug/ml Cetrimid wurden einer
Kontrollpopulation entsprechende A poptoseraten detektiert. Von einer quantitativen Auswertung
wurde daher abgesehen.

HCKi sind insbhesondere fur Vorversuche zur Festlegung von Toxizitdtsgrenzen in Studien
geeignet. Hierdurch kann der Gebrauch von HCKp und Tierversuchen auf ein Mindestmal3
reduziert werden. Ganz ersetzen kénnen sie primére Zellen aber nicht, da sich zwischen beiden
Zdllinien auch deutliche Unterschiede in Morphologie, Proliferationsverhalten und Sensitivitét
auf toxische Substanzen zeigten. HCKi weisen eine stéarkere Widerstandsfahigkeit und eine
erhdhte Regenerationsfahigkeit im Gegensatz zu HCKp auf. Erstaunlich war die in geringen
Konzentrationen proliferative Wirkung von BAC im Gegensatz zu Cetrimid und der Mangel an
apoptotischen Zellen. Weitere Studien mussen daher folgen. Fur die Entwicklung eines Cornea
Konstruktes sind bis jetzt fehlende Langzeitstudien nétig, da die HCKi durch ihre erhohte

Proliferation das empfindliche Transparenz-Gleichgewicht auf lange Sicht storen kénnten.
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