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I Zusammenfassung

Aufgrund Threr Féhigkeit, in verschiedene Zielgewebe differenzieren zu konnen und aufgrund
der wachstumsfordernden, anti-apoptotischen, anti-inflammatorischen und immun-
modulatorischen Eigenschaften werden mesenchymale Stammzellen (MSC) bereits teilweise
in der Klinik eingesetzt.

Bei schweren Verldufen der Keratokonjunktivitis sicca aufgrund eines Mangels an
Tranenfliissigkeit gibt es derzeit keine kausalen Therapiestrategien, die zu einer
zufriedenstellenden und anhaltenden Beschwerdelinderung fiihren. Eine langfristige
Therapieoption stellt moglicherweise die Regeneration von Tranendriisengewebe durch
Implantation autologer oder allogener MSC dar.

In der Zellkultur wird standardméBig mit atmosphéarischem Sauerstoff bei einer Konzentration
von ca. 21% gearbeitet. Die Sauerstoffkonzentration in der physiologischen Nische der MSC
liegt jedoch zwischen 2% und 7% und es ist mittlerweile bekannt, dass die
Sauerstoftkonzentration ein wichtiger Parameter in der Zellkultur ist. Um die
Kulturbedingungen zu optimieren, sollten in dieser Arbeit Phénotyp, Proliferation,
Differenzierungspotential und Regenerationskapazitit von MSC aus der murinen
Tranendriisen unter Standardbedinungen und bei reduzierter Sauerstoffkonzentration
verglichen werden. Zu diesem Zweck wurden die Zellen in 21% und 5% Sauerstoff kultiviert
und mittels Differenzierungsassays, Durchflusszytometrie, Cell-Sorter-unterstiitzten
Proliferations— und Colony Forming Unit—Assays charakterisiert. AuBerdem wurde der Effekt
von MSC-konditioniertem Kulturmedium aus beiden Sauerstoffbedingungen auf epitheliale
Zellen der Trianendriise in Migrations- und Proliferationsassays untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass Zellen aus beiden Kulturbedingungen
Differenzierungspotential und einen MSC-typischen Phédnotyp aufweisen. In 5% Sauerstoff
produzierten die Zellen weniger reaktive Sauerstoffspezies, zeigten eine stabile Morphologie,
ein grofleres Potential Kolonien zu bilden, eine erhohte Wachstumsrate und signifikant mehr
CD44 positive Zellen. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass das konditionierte Medium
aus 5% Sauerstoff zu einer signifikant erhohten Migration und Proliferation bei Epithelzellen
der Trénendriise fiihrt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Expansion von murinen MSC aus der
Tranendriise bei reduzierter Sauerstoffkonzentration die Proliferationskapazitit und das
Differenzierungspotential erhdlt und die positiven Effekte von konditioniertem Medium auf
Epithelzellen der Tranendriise verstiarkt. Die Expansion in niedriger Sauerstoffkonzentration
scheint somit eine ausgezeichnete Methode zu sein, um vitale MSC aus der Tranendriise zu
erhalten. Desweiteren zeigten die Zellen in niedriger Sauerstoffkonzentration eine hdhere
Expression von CD44, einen mdglicherweise niitzlichen Marker, um eine potente MSC
Subpopulation zu identifizieren.
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1. Einleitung

1.1. Das trockene Auge

Die Keratokonjunktivitis sicca (auch bekannt als Syndrom des trockenen Auges, engl.: Dry
Eye Syndrome (DES)) ist eine multifaktoriell bedingte Erkrankung, die zu stdrksten
Einschrinkungen und entsprechender Minderung der Lebensqualitit fiihren kann. Die
weltweite Pravalenz eines ,,Dry Eye Syndrome* wird je nach Altersklasse (21 - >65 Jahre) auf
5 — 35% geschitzt (1). Betroffene Patienten berichten neben Augenbrennen iiber
Fremdkorpergefiihl, Juckreiz, Lichtscheu und Verschwommensehen. Objektiv 1dsst sich meist
eine Verringerung des Sehvermdgens und des Kontrastsehens mit daraus resultierenden
Einschrankungen im Alltag (Lesen, Autofahren, Zurechtfinden im Haushalt und bei der
Arbeit etc.) feststellen (2-4). Durch einen chronischen Reizzustand kénnen im Verlauf sehr
schmerzhafte Verletzungen der Augenoberfliche, Sekundérinfektion sowie Vernarbungen
auftreten, welche zu weiterer Sehbeeintrdchtigung bis hin zur Erblindung fiihren und
operative Mallnahmen wie z.B. eine Amnionmembran-Transplantation, Tarsoraphie oder bei
Perforation oder Vernarbung der Hornhaut eine Hornhauttransplantation notwendig machen
konnen (5,6). Patienten, die unter einer schweren Form des trockenen Auges leiden, bewerten

den Leidensdruck dhnlich hoch wie Patienten, die unter einer Angina pectoris leiden (7).

1.2. Formen des trockenen Auges

Hinsichtlich der Genese dieser Augenoberflichenstorung wird unterschieden zwischen einem
quantitativen und einem qualitativen Tranenmangel. Ursache des qualitativen Trdnenmangels
ist eine verdnderte Tranenzusammensetzung, die zu einer vermehrten Verdunstung der
Tranenflissigkeit flihrt (8). Ein qualitativer Tranenmangel wird hervorgerufen z.B. durch eine
Meibomdriisendysfunktion,  Blepharitis  oder  eine  Bindehautverinderung  mit
Becherzellmangel, wie z.B. beim Stevens-Johnson Syndrom (9-11). Ursache des quantitativen
Tranenmangels ist eine verminderte Gesamtsekretion, wie sie primdr bei einer angeborenen
Aplasie der Trinendriise (Alakrimie) und familidrer Dysautonomie auftritt, oder sekundir bei
einer altersbedingten Atrophie und Fibrose des Tranendriisengewebes,

Autoimmunerkrankungen wie dem Sjogren-Syndrom, Graft-versus-Host-Disease (GVHD),



Destruktion des Tridnengewebes beispielsweise durch Tumoren, chronische Entziindungen
oder Trauma, Destruktion der Tridnenausfithrungsgidnge z.B. durch konjunktivale Narben als
Folge von okuldrem Pemphigoid, Bestrahlungen, Verbrennungen oder Verédtzungen (12-19).
Quantitativer Tranenmangel aufgrund einer priméren oder sekundiren
Tranendriiseninsuffizienz ist eine der héufigsten Ursachen fiir die Entwicklung des

Krankheitsbilds eines schweren trockenen Auges (20).

1.3. Aktuelle Therapieansitze beim schweren trockenen Auge

Patienten mit schwerem quantitativen Tranenmangel bleibt neben dem Einsatz von speziellen
Kontaktlinsen oder Feuchtigkeitskammer-Brillen, dem intensiven Gebrauch von
Tranenersatzmitteln und der Anwendung von lokaler oder auch systemischer anti-
inflammatorischer Therapie die Mdglichkeit, die Trinenpiinktchen voriibergehend durch
sogenannte punctum plugs oder dauerhaft operativ durch Verédung zu verschlieen (5,21-23).
Allerdings flihren diese Mallnahmen bei schweren Fillen des trockenen Auges oft nicht zu
einer ausreichenden und anhaltenden Beschwerdelinderung. In besonders schweren Fillen
kann die Transplantation einer autologen Unterkieferspeicheldriise die Beschwerden der
Patienten zwar lindern, fiihrt jedoch aufgrund der qualitativen Unterschiede von normaler
Tranenfliissigkeit und Speicheltrdnenfliissigkeit auch nicht zu einer dauerhaften, signifikanten
Funktions-Verbesserung (24,25). Fiir die schwere Form des trockenen Auges aufgrund eines
quantitativen Trdnenmangels, gibt es somit bis heute keine hinreichende Behandlung, wobei

es insbesondere an kausalen Therapieansédtzen mangelt.

14. Mesenchymale Stammzellen

In den 1960ern isolierten Friedenstein et al. erstmals zundchst unbestimmte Zellen durch
Adhirenz an Plastik-Kulturschalen aus Knochenmarks-Aspirat. Diese Zellen dhnelten in der
Morphologie den Fibroblasten und waren in der Lage aus einzelnen Zellen Kolonien zu
formen und nach Transplantation unter die Nierenkapsel eines Spendertieres ektopes
Knochenmark, einschlie8lich kndcherner Trabekel, Fett- und hiamatopoetischen Gewebes zu
bilden (26-28). In den 1990ern konnte eine Verbindung dieser initial ,,;marrow stromal cells*
genannten Zellen aus dem Knochenmark zur embryonalen Entwicklung verschiedener

mesenchymaler Gewebe gezeigt werden, weshalb sie ab diesem Zeitpunkt als mesenchymale



Stammzellen (MSC) bezeichnet wurden (29,30). Nach der erstmaligen Entdeckung im
Knochenmark wurden MSC bis heute aus einer Vielzahl anderer Geweben wie Fettgewebe,
Haut, Nabelschnur-Blut, Amnion-Fliissigkeit, Speicheldriisen etc. isoliert und charakterisiert

(31-35).
Dominici et al. legten 2006 Minimalkriterien fiir die Definition der MSC fest (Tabelle 1.), die

allerdings mittlerweile nur noch zum Teil Giiltigkeit haben bzw. von einigen Arbeitsgruppen

in Frage gestellt werden (36-39).

Tabelle 1) Zusammenfassung der Minimalkriterien fiir MSC nach Dominici et al. (40)

1. Plastikadhdrenz unter Standardkulturbedingungen

2. Phinotyp

Positiv (> 95%) Negativ (<2% )

CD73 CD34

CD90 CD45

CD105 CD11b oder CD14
D79a oder CD19
HLA-DR 3

3. In vitro Differenzierung in: Osteoblasten, Adipozyten, Chondroblasten

(bewiesen durch Farbung der Zellen in vitro)

1.5. Regenerative Eigenschaften der MSC

Einerseits sind MSC aufgrund ihrer Fahigkeit in andere Gewebe zu differenzieren sehr
interessant fiir die klinische Anwendung. Wie gezeigt werden konnte, sind sie nicht nur in der
Lage in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten zu differenzieren, sondern auch in
Zellen nicht mesodermalen Ursprungs wie Hepatozyten-dhnliche, Neuronen-dhnliche Zellen,

Pankreas-dhnliche Zellen und Azinus-dhnliche Zellen der Speicheldriise (41-45).
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Andererseits wirken sie im Rahmen von Regenerationsprozessen unterstiitzend: Sie
sekretieren Wachstumsfaktoren wie epithelial growth factor (EGF), transforming growth
factor beta (TGF-B), vascular endothelial growth factor (VEGF) und weitere Chemokine, die
die Zellproliferation und Angiogense induzieren und anti-apoptotisch wirken (46-49). So
konnte in vitro gezeigt werden, dass die Co-Kultur mit MSC oder die Kultur in
Kulturmedium, welches mit MSC konditioniert wurde (CM-MSC) bei Zellen
unterschiedlichen Ursprungs zu einer schnelleren Wundheilung, signifikant erhdhten
Proliferation, schnelleren Regeneration und reduzierten Apoptose nach Schiadigung fiihren

(50-56).

Dariiber hinaus haben MSC eine Reihe anti-inflammatorischer und immunmodulatorischer
Wirkmechanismen: Sie inhibieren die Proliferation von T-Zellen, B-Zellen, Natural Killer-
Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen, reduzieren die Immunglobulin-Produktion in
B-Zellen und modulieren die Reifung dendritischer Zellen (57,58). Da kultivierte humane
MSC kein MHC-II an der Zelloberflidche exprimieren, sind sie nicht immunogen, so dass im
Falle einer Transplantation im Rahmen einer klinischen Anwendung eine Uberpriifung der
HLA-Kompatibilitdt wahrscheinlich nicht notwendig ist (59-61). Im in vivo Tiermodell
konnten die positiven Effekte der MSC unter anderem nach Herzinfarkten, bei
Herztransplantation, Strahlen-induziertem Lungenschaden, akutem Nierenversagen, akutem

Leberschaden oder neonatalem Schlaganfall nachgewiesen werden (62-74).

In mehreren klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass auch Patienten mit Femur-
Nekrose, Ostegenesis imperfecta, Osteoarthritis, koronarem Bypass, Kardiomyopathie,
Apoplex, Riickenmarksverletzung, Multipler Sklerose und Diabetes Typ 2 von der
systemischen Anwendung von MSC profitieren (75-84). Bei GVHD-Patienten wurden im
Jahr 1995 im Rahmen einer klinischen Studie erstmals MSC eingesetzt und mittels
intravendser Infusion verabreicht (85). Seitdem sind die positiven Effekte einer solchen
systemischen Therapie mit MSC bei GVHD Patienten in einer Reihe von Arbeiten

beschrieben worden (86).

1.6. MSC in der Trinendriise

Die essentielle Rolle der mesenchymalen Zellen als Zielzellen des Bone morphogenetic
protein (BMP)-7 im Laufe der Morphogenese der Tridnendriise wurde erstmals 2004 von

Dean et al. beschrieben (87). Nach Schadigung der Tranendriise durch eine Interleukin (IL)-1
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Injektion in das Driisengewebe, konnten im Jahr 2008 erstmals eine mesenchymale
Subpopulation als mogliche Progenitorzellen in der Trinendriise identifiziert werden.
Histologisch war nach Schidigung ein Untergang der Azinus-Zellen und klinisch eine
Reduktion der Trénensekretion festzustellen (88). In dem  anschlieBenden
Regenerationsprozess konnte ein Zunahme der Nestin-, Vimentin-, ABCG2- und SCA-1-
positiven Zellen nachgewiesen werden, die teilweise auch proliferierten, wie mittels Ki67
Féarbung gezeigt wurde (88-90). Neben den fiir MSC typischen Markern zeigten diese Zellen
die Fahigkeit in Adipozyten zu differenzieren, so dass davon auszugehen ist, dass es sich bei
den isolierten Zellen tatsdchlich um MSC handelte (89). Bei der Regeneration der
Tranendriise nach Schédigung durch IL-1 spielen moglicherweise die Transdifferenzierung
von epithelialem in mesenchymales Gewebe (epithelial-mesenchymal transition (EMT)) und
von mesenchymalem in epitheliales Gewebe (mesenchymal—epithelial transition (MET)) eine

Rolle, wie der Nachweis Snail” Zellen im Laufe der Regeneration You et al. vermuten lisst

91).

Shatos et al beschrieben 2012 die Prisenz mesenchymaler Progenitorzellen in ungeschéidigten
Tranendriisen, die eine Ko-Féarbung fiir den mesenchymalen Marker a-Smooth Muscle Actin
(SMA) und die Stammzellmarkern Nestin, Musashi 1, ABCG2, Pax 6, Chx 10, Sox 2 oder
ANp63 zeigten. Nach Isolation dieser Zellen war in vitro eine Expression von Ki-67, Nestin,
Musashi 1, Pax 6, und CHX 10 iiber 60 Tage nachweisbar und ist gemeinsam mit der
Differenzierbarkeit in neuronale, epitheliale und myoepitheliale Zelltypen Hinweis auf das
Stammzellpotential (92). Kiirzlich zeigten Ackermann et al. die mRNA Expression der
Stammzell-Marker Nanog, Oct4, Sox2, Pax6 und Nestin in Zellen die aus Tridnendriisen
adulter Mause und auch aus humanem Trianendriisenmaterial isoliert werden konnten (93).
Nach der Expansion waren die Stammzellmarker Sox2, Nanog, Nestin, KIf4 und c-Myc,
sowie sog. lineage marker (endodermale Entwicklung: GATA4, GATAG6; ektodermale
Entwicklung: Pax6, neurofilament; mesodermale Entwicklung: BMP4, BMP7 und a-SMA)
auf mRNA Ebene bis Passage 30 festzustellen.

Hirayama et al. konnten erstmals im Maus-Modell einen sogenannten Organkeim (engl.
bioengineered lacrimal gland germ) der Tranendriise herstellen, also eine in vitro erzeugte
embryonale Anlage der Trdnendriise, wofiir sie vereinzelte embryonale epitheliale und
mesenchymale Zellen verwendeten. Durch Einlegen eines PGA Monofilament Fadens konnte
ein Ausfiihrungsgang rekonstruiert und nach Anschluss an den Ductus lacrimalis eine

Sekretion nachgewiesen werden (94,95).
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1.7. MSC als Therapieoption bei Keratokonjunktivitis sicca

Zur topischen oder intravendsen Transplantation von MSC als Therapie bei DES existieren
bisher nur wenige Studien im Tiermodell und nur eine klinische Studie am Menschen. Die
Erkrankung des schweren trockenen Auges tritt beim Hund relativ héufig auf, so dass sich
dieses Tier besonders gut als Modell eignet (96). Die Sicherheit der Anwendung, das
Migrationsverhalten der Zellen und die immunmodulatorischen Effekte mit Unterdriickung
der T-Zell Proliferation nach lokaler Injektion von MSC in die Trinendriise konnten im
Hunde-Modell gezeigt werden (97,98). Villatoro et al. injizierten MSC, die sie aus dem
Fettgewebe von Spendertieren isolierten in die Tranendriise von Hunden, welche unter
chronischem schwerem trockenen Auge litten. In allen Tieren zeigte sich eine signifikante
Zunahme der Trédnensekretion im Schirmer Test, wihrend die Bindehaut-Hyperdmie,

Ausfluss und Hornhautverdnderungen kontinuierlich {iber die Zeit abnahmen (99).

In einer kiirzlich publizierten Studie schéidigten Lee et al. die intraorbitale Tranendriise im
Maus-Modell mit Concanavalin A und injizierten direkt im Anschluss humane oder murine
MSC in den periorbitalen Raum. Defekte des Hornhautepithels und IL-2 und Interferon
(IFN)-y Spiegel waren nach MSC Injektion signifikant reduziert, wihrend die Becherzellzahl

und Trénen-Sekretion anstiegen (100).

Beyazyildiz et al. applizierten MSC in Form von Tropfen auf die Hornhaut in einem Model
des trockenen Auges in Ratten. Schirmer Test und Break-up Time (BUT) zeigten eine
signifikante Steigerung, die Fluoreszein- und Bengalrosa-Féarung der Augenoberfliche eine

signifikante Abnahme nach der Behandlung mit MSC (101).

Weng et al. beschrieben erstmals die systemische Anwendung von MSC zur Therapie des
schweren trockenen Auges bei GVHD-Patienten. Bei 12 der 22 in der Studie
eingeschlossenen Patienten kam es nach intravendser Verabreichung von allogenen MSC zu
einer signifikanten Reduktion des Dry Eye Scores, einer Verbesserung des Ocular Surface
Disease Index (OSDI) Scores und einer Zunahme der Trinensekretion im Schirmer-Test

(102).

Zusammengefasst stellt die Transplantation autologer oder allogener MSC somit eine
vielversprechende Therapieoption zur Behandlung des schweren trockenen Auges dar, wobei
die Isolation einer reinen, moglichst potenten und undifferenzierten Zellpopulation wichtige
Voraussetzung ist. Da angenommen wird, dass mesenchymale Stammzellen in

unterschiedlichen Geweben bereits in Subpopulationen spezialisiert sind, ist das beste
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Regenerations-Ergebnis in der Trdnendriise am ehesten durch Transplantation von MSC zu
erzielen, die aus der Tridnendriise isoliert wurden (103-106). Es gibt eine Vielzahl
verschiedener Verfahren, um mesenchymale Stammzellen aus den unterschiedlichen
Geweben zu extrahieren, allerdings gibt es bisher keine etablierte Methode zur Gewinnung

und insbesondere auch zur Expansion mesenchymaler Stammzellen aus der Trianendriise.

1.8. Sauerstoff als wichtiger Parameter der Zellkultur

In vivo wird die komplexe Stammzellbiologie -einschlieBlich Selbsterneuerungskapazitit und
Multipotenz der Zellen- entscheidend durch die anatomische Umgebung inklusive aller
zelulldren und azelluldren Komponenten beeinflusst. Die beteiligten Zellen, Gefdl3e, Nerven,
Matrix-Glykoproteine, dreidimensionale Anordnung etc. aber auch das metabolische Milieu
sind hier wichtige Parameter (107). Die physiologische Umgebung der Stammzellen in ihrer
Gesamtheit wird als sogenannte Stammzellnische bezeichnet. Sobald Zellen aus ihrer
physiologischen Umgebung in die in vitro Kultur tiberfiihrt werden, verdndern sich sowohl
Phinotyp als auch Funktion der Zellen zunehmend (sog. phéinotypischer und funktioneller
driff) (108). Um die Beeinflussung durch die unphysiologischen Kulturbedingungen zu
reduzieren und einen Verlust des Stammzellpotentials zu verhindern, sollten lange Kultur-

bzw. Expansions-Zeiten mit vielen Passagen vermieden werden (109-111).

Obwohl die physiologische Sauerstoftkonzentration in der Nische der MSC zwischen 2% und
7% liegt, wird in der Zellkultur standardméBig die atmosphérische Sauerstoftkonzentration
von ca. 21% eingesetzt (112). Die Sauerstoffkonzentration scheint aber - deutlich mehr als
initial angenommen - Einfluss auf das metabolische Milieu der Stammzellnische und bei
Stammzellen in Kultur unter anderem auf Morphologie, Genexpression, Proliferation und
Uberleben zu haben und insbesondere bei murinen Zellkulturen eine wichtige Rolle zu spielen

(112-117).
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2. Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Studie ist es daher, den Einfluss einer -im Vergleich zu den Standard-
Kulturbedingungen- physiologisch reduzierten Sauerstoffkonzentration auf mesenchymale
Stammzellen der murinen Trianendriisen (LG-MSC) zu untersuchen (118). Im Einzelnen
sollen der Phinotyp, Proliferation und Differenzierungspotential in den beiden
Sauerstoftbedingungen verglichen und die Auswirkungen von Kulturmedium, welches mit
MSC aus beiden Kulturbedingungen konditioniert wurde (MSC-CM 5% und MSC-CM 21%)),

auf die Regenerationskapazitét epithelialer Tranendriisenzellen (LG-EC) untersucht werden.

Kooperationen

Die Sortierung der Zellen fiir die Proliferations-Assays erfolgt im Institut fiir
Transplantations- und Zellmedizin des Universitédtsklinikums Diisseldorf. Die Durchfluss-
zytometrische Untersuchung wird in Kooperation mit dem Labor der Hals-Nasen-Ohrenklinik
des Universitdtsklinikums Ulm durchgefiihrt. Fiir die Etablierung der Differenzierungs-
Assays und PCR-Analyse wird mit dem Labor der Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie

und Infektionskrankheiten des Universititsklinikums Diisseldorf zusammengearbeitet.
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Purposk. The application of lacrimal gland-derived mesenchymal stem cells (LG-MSC) for the
regeneration of lacrimal gland tissue could result in a novel therapy for dry-eye syndrome. To
optimize the culture conditions, the purpose of this study was to evaluate the influence of
low oxygen on phenotype, differentiation potential, proliferative, and regenerative capacity of
murine LG-MSC.

MetHODS. Murine LG-MSC were cultured in 21% and 5% oxygen and characterized by flow
cytometry, cell sorter assisted proliferation-, and colony forming unit-assays. Reactive oxygen
species (ROS) levels as well as lineage differentiation were evaluated. The effect of
conditioned medium of LG-MSC from both oxygen conditions (CMMSC 21% respectively,
CMMSC 5%y on lacrimal gland epithelial cells (LG-EC) was examined in wound healing and
proliferation assays.

Resurts. Cells under both culture conditions revealed differentiation potential and presented a
MSC-specific flow cytometric phenotype. In 5% oxygen, cells yielded less ROS, showed a
stable morphology, higher colony forming potential, and an increased proliferation capacity.
Five percent oxygen significantly increased the number of CD44+ LG-MSC. Furthermore,
CMMSC 5% gignificantly enhanced migration and proliferation in LG-EC.

Concrusions. In vitro expansion in low oxygen preserves the proliferation capacity and
differentiation potential of LG-MSC and increases the effects of conditioned medium on
migration and proliferation in LG-EC. Therefore, expansion in low oxygen seems to be an
excellent method, to obtain vital MSC. Also, an increased number of LG-MSC expressing CD44
was observed under low oxygen, which might be a valuable marker to identify a potent MSC
subpopulation.

Keywords: mesenchymal stem cells, oxygen, lacrimal gland, MSC

ry-eye syndrome, also known as keratoconjunctivitis sicca,

is a multifactorial chronic disabling disease, caused by
qualitative or quantitative tear deficiency.! According to the
International Dry Eye Workshop report, the global prevalence
of dry eye syndrome is estimated between 5% and 35%,
affecting various ages (21-65 years).? Quantitative tear defi-
ciency due to primary or secondary lacrimal gland (LG)
insufficiency is one of the major causes for the development
of severe dry-eye syndrome. The patients suffer from severe
pain and significant deterioration of visual acuity.® In these
severe cases, tear substitutes are not sufficient to relief
symptoms and to date, no causative treatment for dry-eye
syndrome exists. The understanding of mesenchymal stem cells
(MSC) and the use of those cells for the regeneration of LG
tissue could result in a novel therapy for severe dry-eye
patients.

Several studies showed the high therapeutic potential of
MSCs: the outcome after myocardial infarction,*® acute renal
failure,”"® neonatal stroke,'®!! osteogenesis imperfect,'? mul-
tidrug resistant tuberculosis,'® fulminant hepatic failure and

Copyright 2015 The Association for Research in Vision and Ophthalmology, Inc.
iovs.arvojournals.org | ISSN: 1552-5783
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further diseases was improved by the application of MSC,'%15
even in the absence of apparent MSC long-term engraftment.'®
Although the precise therapeutic mechanisms still remain
unclear, so far the prevailing view is, that MSCs home to sites
of injury or inflammation, secrete trophic factors to promote
the recovery of injured cells and support recruitment as well as
proliferation of resident progenitor cells to replace damaged
cells. Furthermore, they participate in regeneration through
matrix remodeling, immunomodulation, and anti-inflamma-
tion.'7 Also, some evidence exists that MSC might contribute
to the reconstitution of epithelial tissue by differentiation, as
demonstrated for the liver and the cornea.'®-22

Due to specialization in subpopulations in different tissue,
orthotopic transplantation of MSC will assumable show the
best results as a possible therapy for dry-eye syndrome.?> The
existence and possibility of isolating LG-derived MSC (LG-MSC)
has been shown.?* And it was demonstrated that after
experimentally induced inflammation of the LG, the number
of MSC in the LG tissue increased, and that formation of

4741
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extracellular matrix corresponds to the location of those
cells.?5-27

Prior to an application of LG-MSC for the regeneration of LG
tissue in an animal model and potentially later on in clinical
settings, those cells need to be characterized thoroughly.
Especially factors influencing their differentiation potential and
proliferation, such as isolation and culture conditions, are of
great importance. Oxygen concentration is one of the most
important determinants of tissue metabolism: changes in
morphology and gene expression, growth rate and survival
are strikingly modified by altered oxygen concentrations.25-3¢
Recent studies suggest, that the oxygen concentration plays an
important role especially in murine MSC cultures.3! The aim of
this study was to evaluate the influence of oxygen concentra-
tion reduced to the physiologically relevant value on the
phenotype, the proliferative capacity, and the differentiation
potential of murine LG-MSC in order to improve the
maintenance of LG-MSC in vitro for transplantation purposes.?

MATERIALS AND METHODS
Mice

C57BL/6 mice (8-10 weeks old, male) were used for the study.
All experiments were conducted in accordance with the ARVO
Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research and the guidelines of the Federation of Laboratory
Animal Science Association (FELASA).

Explant Culture

After euthanasia both extraorbital LGs were removed immedi-
ately. The glands were washed in culture medium (o-MEM;
Biochrom, Berlin, Germany), 2 mM L-glutamine (Biochrom),
1% penicillin/streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
15% fetal bovine serum (FBS; Biochrom) and cut into small
pieces (< 1 mm). The pieces were placed on a 6-cm uncoated
culture dish (Sarstedt, Niimbrecht, Germany) and allowed to
adhere for 5 minutes before culture medium was added.

All experiments were set up in triplicates. Cells were grown
on tissue culture treated plastic (Sarstedt) either under routine
culture conditions, respectively, high oxygen (21% 02, 5%
CO2, 37°C) or under low oxygen (5% 02, 5% CO2, 37°C).
Media was replaced every 2 to 3 days. At approximately 80%
confluence, the cells were passaged by trypsinization (Trypsin
0.05%; Invitrogen) and reseeded at a density of 2500 cells/cm?
in a T25 flask. At passage 1 and 5 cells of both culture
conditions were expanded for further analysis in T75 flask.

Flow Cytometry

Cells from both culture conditions in passage 1 were
trypsinized, collected, and incubated with phycoerythrin- or
fluorescein isothiocyanate-conjugated antibodies against mu-
rine CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD49f, CD54, CD90.2,
CD105, CD106, CD117, CD166, SCA-1, and IgG (Biolegend,
San Diego, CA, USA; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) for
30 minutes at 4°C. Excess antibody was removed by two
washes with staining buffer. Fluorescent labeling (minimum
10,000 events) was detected on a calibrated Gallios cytometer
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA). For measurement of
reactive oxygen species (ROS) a Total Reactive Oxygen Species
Assay Kit was used (eBioscience, San Diego, CA, USA). Cells
were incubated with ROS assay stain solution for 2 hours in
21% and 5% oxygen, respectively, and afterward analyzed on a
flow cytometer (FCS 500; Beckman Coulter) according to the
manufacturer’s instructions. Histograms were created with
FlowJo software (Treestar, Ashland, OR, USA).
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Cell Proliferation

Viable Cells from a single cell suspension were sorted by flow
cytometry (Mo Flow XDP; Beckman Coulter) with a 100-um
nozzle at 25 PSI into 6-cm culture dishes (10,000 cells per
dish). After 7 and 14 days the dishes where trypsinized, stained
with propidium iodide and the viable cells were counted by
flow cytometry (FCS 500; Beckman Coulter).

Cumulative Population Doublings

In order to calculate the cumulative population doublings, in
every passage up to passage 5 the cells were counted initially
after trypsinization and after harvesting at the following passage.

Colony Forming Unit (CFU) Assay

Viable cells from a single cell suspension were sorted by flow
cytometry as described above into G6-well plates at two
densities (100 cells/well and 1000 cells/well). Cultures were
set up in triplicate and incubated at the respective oxygen
level. Medium was changed every 2 to 3 days. After 2 weeks,
colonies were washed with PBS and then fixed for 30 minutes
with methanol at —20°. For enumeration the fixed cultures
were stained with 1% Rhodamine red (Sigma-Aldrich Corp., St.
Louis, MO, USA) for 30 minutes, then rinsed with water and
allowed to dry. As described earlier, aggregates of greater than
50 cells were counted as CFU using an inverted microscope
(DM 750; Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).33

Differentiation Assays

To proof the multilineage differentiation potential of LG-MSC,
adipogenic, and osteogenic differentiation was induced in both
culture conditions. Cells from both culture conditions were
trypsinized at passage 1 and 5 and reseeded into 6-cm culture
dishes in culture medium. When the cells were subconfluent,
medium was changed to osteogenic medium (adipogenic
medium [o-MEM]), 2 mM L-glutammine, 1% pen/strep, 10%
FBS, 1 X 1078 M dexamethasone (Sigma-Aldrich Corp.), 0.05 mM
ascorbic acid 2 phosphate (Sigma-Aldrich Corp.), 10 mM Beta
glycerophosphate (Sigma-Aldrich Corp.) or o-MEM, 2 mM IL-
glutammine, 1% pen/strep, 10% FBS, 5 pg/mL insulin (Sigma-
Aldrich Corp.), 1 X 10~° M dexamethason (Sigma-Aldrich Corp.),
50 uM indomethacin (Sigma-Aldrich Corp.), 0.5 pM 3-Isobutyl
1methylxantine (Sigma-Aldrich Corp.), and replaced every 2 to 3
days. After 7, 14, and 21 days, cultures were collected for
analysis. As control, cells in standard culture medium were
collected at day 0 and 21.

The differentiation potential was quantified by quantitative
real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR). Differentiation
was visualized by staining fixed adipogenic cultures with Oil-
Red-O solution and osteogenic cultures with Alizarin-Red as
described earlier.3433

Quantitative RT-PCR

For qRT-PCR, cells were harvested from culture dishes, RNA was
isolated, and cDNA was synthesized with Super Script II Reverse
Transcriptase kit (Invitrogen), RNAse Out Inhibitor (Invitrogen),
100 mM dNTP-Set (Invitrogen), and Oligo(dt) 12-18 Primer
(Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. To
evaluate the adipogenic differentiation the expression of fatty
acid binding protein 4 (FABP4) was examined. The forward
primer of FABP4 was TGAAATCACCGCAGACGACA, the reverse
primer ACACATTCCACCACCAGCTT. For the evaluation of
osteogenic differentiation, the expression of Osteopontin
(OPN) was examined. The forward primer of OPN was
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CAGTGATTTGCTTTTGCCTGTTTG, the reverse primer
GGTCTCATCAGACTCATCCGAATG.3® A 9G-well qRT-PCR sys-
tem (7500 fast; Applied Biosystems) was used for amplification
(95°C for 15 minutes, 45 cycles of 94°C for 15 seconds, 59°C for
20 seconds, 72°C for 35 seconds). Amplifications were carried
out in triplicates using SYBR green master mix (Invitrogen). No-
template-samples served as the negative controls. All measure-
ments were normalized by ribosomal protein S6 (RPSG)
expression (forward primer: CTTTTTCGTGACGCCTCCCA;
reverse primer: GGGAAGGAGATGTTCAGCTTCA). For data
analysis (AAC, method) SDS Version 2.0.6 (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) and Excel 2011 (Microsoft, Redmond, WA,
USA) were used.

Porcine Lacrimal Gland Epithelial Cell (LG-EC)
Isolation and Culture

German domestic pigs (Sus scrofa) were euthanized and the LGs
were extracted immediately. The LG-EC were isolated and
cultured as previously described.3”3® Briefly, after removal, the
LG tissue was washed, minced, and enzymatically digested by
collagenase (350 U/mL, Sigma-Aldrich Corp.), DNAse (40 U/mL,
Sigma-Aldrich Corp.) and hyaluronidase (300 U/mlL, Sigma-
Aldrich Corp.). After digestion and filtering through a 70-um
mesh (Roth, Karlsruhe, Germany) and a ficoll gradient (Sigma-
Aldrich Corp.), the cells were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium with glutamax (DMEM/F12) containing 10% FBS
(Life Technologies), 0.4 pg/mL hydrocortisone, 0.1 nM cholera
toxin, 0.18 mM adenine, 5 pg/mL transferrin, 5 pg/mL insulin (all
Sigma-Aldrich Corp.), 10 ng/mL epidermal growth factor, and 1%
penicillin/streptomycin (Life Technologies) at a density of 4.0 X
10* cells per cm? on a 3T3/J2 mouse fibroblast feeder layer. For
expansion, as well as for experiments, the porcine LG-EC were
kept in standard conditions (21% OZ2, 5% CO?, 37°C) at all times.

Immunofluorescence Staining

Porcine LG-EC were fixed with methanol at —20°C for 5
minutes, washed in PBS and nonspecific binding sites were
blocked for 1 hour at room temperature with 5% normal goat
serum (VWR) in PBS. The cells were incubated with an anti-
pan-cytokeratin antibody (antipan-cytokeratin [AE1/AE3] con-
jugated with Alexa Fluor 488; dilution 1:500; eBioscience, San
Diego, CA, USA) and anti-Rab3D antibody (dilution 1:500;
Abcam, Cambridge, UK) overnight at 4°C and washed with
PBS. For Rab3D-staining, cells were washed again, incubated
with the appropriate secondary antibody (dilution: 1:1000;
Alexa Fluor) for 1 hour at room temperature and washed again.
Nuclear staining and mounting was performed with Prolong
Gold Antifade mounting medium with DAPI (Life Technolo-
gies). Images were taken with an immunofluorescence
microscope (DFC 450; Leica Microsystems).

Periodic Acid Schiff (PAS)-Alcian Blue Reaction

Porcine LG tissue was embedded in paraffin and cut into 6-pm
sections. After deparaffinization, rehydration, and incubation in
alcian blue solution for 5 minutes, the sections were washed
with running tab water for 3 minutes and rinsed with distilled
water. Then the sections were incubated with Schiff’s reagent
(Merck, Darmstadt, Germany) for 15 minutes and nuclear
staining was performed with hematoxylin solution (Roth).

p-Hexosaminidase Assay

At day 14 porcine LG-EC were seeded in 24 well plates (5 X 10°
cells/well) and allowed to adhere overnight. After washing and
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incubation in serum-free DMEM for 2 hours, a medium sample
was removed for the baseline measurement. Afterward,
carbachol was added for 15 minutes (100 pM), and a stimulated
sample was removed. 4-methylumbelliferyl N-acetyl-f-D-gluco-
saminide (Sigma-Aldrich Corp.) was used as a substrate in order
to measure B-hexosaminidase activity. Fluorescence intensity
(360-nm excitation, 450-nm emission) was determined on a
microplate reader (FLUOstar Omega; BMG LABTECH, Orten-
berg, Germany). The experiment was performed with porcine
LG-EC from three different animals.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

The cell pellet was fixed in 2.5% glutaraldehyde with 4% PFA in
0.1 M cacodylate buffer, embedded in Spurr media (Serva,
Heidelberg, Germany). Sections of 60 to 80 nm were cut and
analyzed with a Hitachi H600 transmission electron micro-
scope (Krefeld, Germany). The images were taken with a Gatan
BioScan camera (Miinchen, Germany).

Conditioned Medium

Lacrimal gland derived-MSCs were isolated in both 5% and 21%
oxygen as described above and expanded on a T75 flask. When
subconfluent, medium was removed, cells were washed with
PBS and medium was changed to 20 mL. DMEM/F12 medium
without any supplements. After 24 hours the conditioned
medium (CM) was collected, centrifuged at 188 g for 5 minutes
to remove detached MSCs and stored at —80°C until further
use.

Wound Healing Assay

Porcine LG-EC were seeded in migration assay inserts (ibidi,
Martinsried, Germany) according to the manufacturer’s in-
structions. Briefly, one insert per well was placed in a 24-well
plate and firmly attached. Into each side of the insert, 7 X 10*
porcine LG-EC were seeded and allowed to adhere for 24
hours. Medium was removed, cells were washed two times
with PBS, and the insert was carefully removed. Afterward, the
cells were washed again two times and incubated with CM
from both culture conditions (CM™S¢ 5% respectively, CMMS¢
21%y and DMEM/F12 medium without any supplements
(DMEM/F12). In the gap area a position was randomly marked
and pictures of the gap at this position were taken at 0, 5, 10,
and 20 hours post insert removal. Experiments were per-
formed independently with three different CM per condition.

Proliferation Capacity After Ethanol Injury

The cell proliferation after injury was measured by 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
assay as described before.3® Briefly, porcine LG-EC were
seeded at a density of 1 X 10* cells in a 96-well plate and
allowed to adhere for 24 hours. Cells were washed with PBS
and incubated with 20% ethanol for 1 minute for injury. After
another washing step with PBS, the cells were incubated in CM
from both culture conditions (CM™S¢ 5%, respectively, CMMS¢
21%) and DMEM/F12 medium without any supplements as
control medium (DMEM/F12) up to 48 hours. Afterward,
medium was replaced by 100 pL MTT solution (0.5 mg/mL)
and incubated for 1 hour at 37°C and 5% CO,. MTT solution
was discarded and 100 pL of dimethyl sulfoxide (DMSO) was
added to the cells to dissolve the formazan crystals. Measure-
ment was done at 540 nm using an ELISA reader upon 0, 6, 24,
and 48 hours after treatment. Experiments were performed
independently three times with CMMSC 5% CMMSC 21% and
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Ficure 1. Morphology and proliferation of cultured LG-MSC under high and low oxygen. Cells growing out of the explant piece (asterisk) with a
fibroblast-like, spindle-shaped morphology in both culture conditions (A). Passage 2 cells with a stable spindle-shaped morphology under low
oxygen (B). Passage 2 cells under high oxygen with an increase in cell size, a high cytoplasmic to nuclear ratio and stress fibers (ved arrow [C]).

Large cells with stress fibers and ceased growth under high oxygen in passage 4 (D). Scale bars: 200 pm.

DMEM/F12 as control. Ten wells were evaluated for each
experimental condition.

Statistical Analysis

The experimental data was analyzed with Prism 6 (Graphpad,
La Jolla, CA, USA). All values are shown as mean = SD. P values
were determined using Student’s #test with two-tailed distri-
bution. Differences were considered significant at P less than
or equal to 0.5. For the migration and regeneration assays a
two-way ANOVA with a Bonferroni post hoc test (P < 0.05)
was performed.

REsuLTS

Cell Morphology

After isolation, LG-MSC in both culture conditions presented an
MSC-specific elongated fibroblast-like and spindle-shaped
morphology (Fig. 1A). Under high-oxygen conditions the
MSC underwent morphologic changes over the culture period.
In passage 2 these cells developed stress fibers and an increase
in cell-size was found compared with cells under low oxygen
(Figs. 1B, 1C). Furthermore, under these conditions cells in
two cultures became very large with many stress fibers and
ceased growth in passages 4 and 5 (Fig. 1D).
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Flow Cytometric Cell Characterization

Analyzed cells in passage 1 showed a MSC-typical marker
expression. Cells in both conditions were positive for CD29,
CD49 (+/-), CD90, CD105 (+/-), CD106, CD166, and SCA-1, and
negative for CD31, CD34, CD45, CD 54 (+/-), and CD117 as
shown in Figure 2A. The marker expression did not differ
between the two culture conditions, except for a significant
difference in CD44. This marker increased under low oxygen
(Fig. 2B). Increased fluorescence intensity, indicating higher ROS
levels was detected in cells cultured under high oxygen (Fig. 2C).

Differentiation Assays

In both culture conditions, adipogenic differentiation resulted in
the formation of lipid vesicles, microscopically visible approx-
imately 3 days after the initiation of differentiation. Those lipid
vesicles could be stained with Oil-Red-O (Fig. 3A). After
induction of osteogenic differentiation, calcium deposition was
microscopically detectable using Alizarin Red (Fig. 3D). Macro-
scopically and microscopically no difference between the two
culture conditions was noted. The differentiation potential was
quantified by qRT-PCR. As an indicator for adipocyte differenti-
ation FABP4 expression was measured, respectively, OPN
expression as an indicator for osteocyte differentiation. Under
low as well as under high oxygen a significant fold change of the
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Ficure 2. Flow cytometric characterization of the phenotype and ROS measurement. Mesenchymal stem cells-typical marker expression of LG-
MSC in both culture conditions (A). Increase of CD44 positive cells under low oxygen (B). Higher ROS levels under high oxygen, measured as a shift
to an increased fluorescence intensity (C).
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Ficure 4. Proliferation of LG-MSC under high and low oxygen concentrations. Cumulative population doublings of LG-MSC in high and low oxygen
up to passage 5 (11.7 * 2.5, respectively, 19.3 * 0.24; P=0.015 [A]D. Flow cytometric proliferation assay with a significant difference in the total
cell number between the two culture conditions in passage 1 day 7 (P = 0.0475), day 14 (P = 0.0276), and passage 5 day 14 (P = 0.0006 [B]).

measured genes was examined in comparison to the control
(Figs. 3B, 3C, 3E, 3F). The fold change after induction of
differentiation was higher for FABP4 under high oxygen, with the
basic expression of FABP4 8.8fold elevated under low oxygen
(£1.76, P = 0.01). The fold change of OPN was significantly
higher under low oxygen, without a significant difference in the
basic expression between the two conditions.

Proliferation Assay and CFU Assay

Cumulative population doublings are shown in Figure 4A. The
average population doubling time was significantly shorter
under low oxygen compared with high oxygen (low oxygen:
1.8 d = 0.18; high oxygen 2.7 d = 0.37; P = 0.043). Lacrimal
gland-MSC cultured in low oxygen resulted in a total
cumulative cell numbers of 4.4 X 10° = 3.5 X 10°, compared
with 1.29 X 10° = 1.44 X 10° cells in high-oxygen cultures (P =
0.026) at the end of five passages.

The flow cytometric proliferation assay (Fig. 4B) revealed a
difference between the two culture conditions in passage 1,
with a cell count of 1796 * 387 after 7 days and 2985 * 432.7

after 14 days in high oxygen, compared with 27789 = 9189
after 7 days and 132455 * 38241 after 14 days in low oxygen
(day 7: P = 0.0475, day 14: P = 0.0276). In passage 5 the
difference in the cell count at day 7 was notable, although
slightly not significant (high oxygen: 1528 = 461.9; low
oxygen: 12820 = 4049; P=0.0503). At day 14 in passage 5 the
flow cytometric cell count showed a highly significant
difference between the two culture conditions ¢high oxygen:
8091 = 7426; low oxygen: 87006 = 3103; P = 0.00006).

The CFU assays showed a highly significant difference
between the two culture conditions in passage 1 (high oxygen:
0.2889 = 0.07536; low oxygen 8.556 = 1.215; P < 0.0001),
but no significant difference in passage 5 (high oxygen: 0.7778
+ 0.2778; low oxygen 1.978 = 0.8005; Fig. 5).

Epithelial Cell Morphology and
Immunocytochemistry

After 3 to 5 days colonies formed, reaching subconfluency after
approximately 9 days (Fig. 6A). The porcine LG-EC presented a
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:l‘,:, Ficure 5.  Colony forming efficiency assay under high- and low-oxygen concentrations. Significantly restricted colony forming capacity under high
» oxygen (1000 cells seeded in the upper and 100 cells in the lower wells; P = 0.0001 [A, C]). Single colonies under high oxygen, consisting of few
> very large cells with stress fibers. In contrast colonies consisting of many cells with a small nucleus-plasma-relation under low oxygen. Scale bar:
£ 500 pm (B). Significant decrease of colony forming capacity from passage 1 to 5 under low oxygen (P = 0.0003 [C]).
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Ficure 6. Porcine LG-EC. Confluent monolayer of LG-EC with a cobblestone-like morphology at day 5 after isolation (PO [A]). Immunofluorescence
staining of LG-EC (P0) with antipan-cytokeratin antibody (greesn). Nuclear staining with DAPI (blue [B]). Scale bars: 50 pm.

typical cobblestone-like morphology and an epithelial cell Secretory Activity of Porcine LG-EC

phenotype could be confirmed by positive pan-cytokeratin

staining in the flow cytometry and immunofluorescence (Fig. In the PAS-alcian blue reaction, a purple-colored cytoplasmic
6B). staining, typical for neutral mucous secretions could be shown

13.10-01 ZK Verd a
10000x

Ficure 7. Secretory activity of porcine LG-EC was confirmed after expansion in passage 0: PAS-alcian blue reaction revealed multiple purple
colored secretory granula (red arrows). Scale bar: 50 pm (A]). Rab3D staining depicted a granular staining, confirming the evidence of secretory
vesicles (green). Scale bar: 50 pm. (B) Transmission electron microscopy analysis shows several vesicles with low electron density typical for
mucous substances (red arrows). Scale bar: 1 pm (C).
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Images of porcine LG-EC migration assay. Lacrimal gland-EC incubated in CMMSC 5% CMMSC 21% and unconditioned DMEM/F12.

Significantly faster gap closure in CMMSC 5% compared with CMMSC 2%, In contrast very slow closure in DMEM/F12. Scale bar: 200 pm.

(Fig. 7A). Furthermore, the cells showed positive immunoflu-
orescence for Rab3D, a marker for secretory vesicles (Fig. 7B)
and the TEM analysis revealed nonelectron-dense vesicles
inside the cells, typical for mucous secretion (Fig. 7C). Also LG-
EC revealed a significant increase in secretory activity after
parasympathetic stimulation with carbachol, measured in the
B-hexosaminidase assay (before stimulation: 51.2 £ 17.9 nm;
after stimulation: 116.7 = 36.8 nm, P = 0.004).

Wound Healing Assay

The wound healing assay showed a significant difference
between the three culture conditions (P < 0.004). Cells
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Ficure 9. Quantification of the gap closure. Significantly faster gap
closure with CMMSC 5% (5 hours: 17.08 + 5.22; 10 hours: 32.91 *+ 4.36;
15 hours: 49.77 * 2.92; 20 hours: 76.02 * 7.38) compared with
CMMSC 21% (5 hours: 0.47 + 0.82; 10 hours: 7.36 * 5.65; 15 hours:
2459 * 10.29: 20 hours: 50.08 * 20.57) at all time-points. In the
graph only significance levels for CMMSC 5% versus CMMSC 21% are
shown (*P < 0.05, **P < 0.00D).
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incubated in CMMSC 5% displayed a significantly enhanced
migration capacity compared with cells incubated in CMMSC 21%
and in DMEM/F12 at all time points, whereas cells incubated in
CMMSC 21% MSC did not differ from DMEM/F12 incubated cells at
5 and 10 hours. At 15 and 20 hours cells incubated in CMMSC 21%
migrated significantly faster than cells in DMEM/F12 (Figs. 8, 9).

Regeneration Capacity After Ethanol Injury

After ethanol injury, the proliferation assay revealed a
significant difference between the three culture conditions (P
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Ficure 10. Regeneration capacity. Significantly higher proliferation
capacity after ethanol injury of cells in CMMSC 5% (127 + 0.28)
compared with CMMSC 21% (1,00 =+ 0.08) at 48 hours (P < 0.05). In the
graph only significance levels for CMMSC 5% versus CMMSC 21% gre
shown.
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< 0.02). At 48 hours cells incubated in CMMS¢ 5% proliferated
significantly faster than cells incubated in both, CMMS€ 21% and
DMEM/F12 and cells incubated in CMMSC 21% proliferated faster
than cells in DMEM/F12 (Fig. 10).

DISCUSSION

In vitro culture conventionally uses the atmospheric oxygen
concentration (21% O,), widely defined as normoxia, whereas
oxygen concentrations below 21% are traditionally called
hypoxia in laboratory settings. In vivo the niche of MSCs
displays oxygen concentrations between 2% and 7%, therefore
the so called hypoxic conditions are rather physiological 4041

Beneficial effects of low oxygen on MSC from different
origin have been indicated by several studies.?>%2-47 However,
a study by Hung et al.*® described a decrease of proliferation
rate in human bone marrow-derived MSC (BM-MSC) exposed
to 1% oxygen. In this study LG-MSC showed significantly higher
population doublings under 5% oxygen compared with 21%
oxygen up to passage 5. Additionally, LG-MSC expanded under
low oxygen yielded a significantly higher colony forming
capacity as well as a higher proliferation rate in the flow
cytometry assisted proliferation assay, indicating a beneficial
effect of low oxygen on the maintenance of the MSC
population during in vitro expansion. It has to be noted that
the very low colony forming capacity under high oxygen might
be influenced by flow cytometry assisted sorting and that
those comparatively larger cells are more susceptible to the
damage induced by the sorting procedure. 50

In accordance with the proliferative capacity also the
morphology of the cells differed between the two culture
conditions in this study, displaying rather large and flattened
cells with stress fibers under high oxygen and small, compact
spindle shaped cells with no or few stress fibers in low oxygen.
In later passages (~passages 5-8), foci with small spindle-
shaped cells without stress fibers appeared under high oxygen
and with ongoing passages the phenotype changed to a more
uniform phenotype with progressive growth. Such findings are
typical for murine cells and have been shown to be caused by
oxidative stress.3-51:52 Under high-oxygen concentrations ROS
levels increase, as it has also been observed in our study.
Reactive oxygen species may lead to an upregulation of p53
and to activation of this tumor suppressor protein by phos-
phorylation, resulting in growth atrest and apoptosis.>3~5%
Under continuous exposure to atmospheric oxygen cells with
DNA damage, loss of function, and mutations of p53, possibly
induced by ROS, can accumulate and grow unrestricted.?! The
DNA damaging effects of high oxygen concentrations contrib-
uting to cell senescence and loss of viability are not only
shown for murine but also mammalian cells.3®

The flow cytometry analysis in our study revealed an
increase of CD44 expression in LG-MSC under low oxygen,
which has not been shown before. Krishnamachary et al.5¢
were able to demonstrate in breast cancer cells, that the
induction of CD44 expression is probably triggered via the HIF-
1 o pathway. Valorani et al.*> showed an increase of CD44/SCA-
1 double-positive cells in murine adipose tissue-derived MSC
(ATMSC) under hypoxia, but an increase under hypoxia was
only observed in SCA-1-positive cells while CD44 was staying
stable in both conditions. Although the function of CD44 in
MSC is not yet fully understood and it is suggested as a
potential cancer stem cell marker in some studies,?” it plays an
important role in regenerative and anti-inflammatory process-
es: CD44 is responsible for increased migration, homing, and
recruiting of exogenous MSC to sites of tissue injury.>® It
regulates macrophage inflammatory response,>® plays a
protective role in inflammation mediated by toll-like receptors

Downloaded From: http://arvojournals.org/ on 08/26/2015

I0VS | July 2015 | Vol. 56 | No. 8 | 4749

(TLR) by suppression of nuclear factor-xB (NF-kB) activation
and binds proteases as matrix metalloproteinase 9 (MMP-9),°°
resulting in reduced monocyte-migration.®!

In this study, the basic FABP4 expression and the OPN
and FABP4 expression after induction were significantly
different between the two culture conditions. However, no
difference between the two culture conditions could be
identified macroscopically and microscopically in the stained
cells after adipogenic and osteogenic differentiation. Varying
results can be found in the literature concerning the
differentiation of MSC under low oxygen. Berniakovic et
al.%2 (BM-MSC; 3% oxygen) and Valorani et al.%3 (AT-MSC; 2%
oxygen) revealed an increased adipogenic and osteogenic
differentiation potential under low-oxygen concentrations. In
contrast, Malladi et al.°% (AT-MSC; 2%) described the
reduction of osteogenic differentiation in murine cells.
Fehrer et al.%> (BM-MSC; 3% O?) could not detect osteogenic
differentiation and a diminished adipogenic differentiation.
The differences concerning the effects of low oxygen on
proliferation capacity, differentiation potential, and stemness
might be explained by the heterogeneous cell origins and
different oxygen levels, as well as further influencing factors
such as the time and continuity of exposure to oxygen used
in the different studies.®®

Proliferation and migration of cells at the site of injury are
essential parts of tissue regeneration and wound healing
processes in vivo.2372767-69 Ag support of proliferation and
migration has been described as one function of MSC’s in
regeneration in vivo,”?-73 we evaluated the effect of migration
and proliferation of LG-MSC on porcine LG-EC in vitro to test
and quantify their potential in LG tissue regeneration. The
results of the experiments showed that CMMSC 5% compared
with CMMS€ 21% sjgnificantly increased migration and enhanced
proliferation of LG epithelial cells after injury, indicating a high
regenerative potential. As shown in the literature, the increase
of migration and proliferation in CMMSC 5% might be the result
of an upregulated secretion of factors, such as IL-6, vascular
VEGE DbFGE PDGE insulin-like growth factor II (IGF-I),
hepatocyte growth factor (HGF), and monocyte chemoattrac-
tant protein (MCP)-1.74-77 In agreement with our results, Lee et
al.7® demonstrated that CM of MSC harvested under hypoxic
conditions significantly promoted the migration of human
dermal fibroblasts and reduced the wound area in an in vivo
model, compared with those in normoxic conditioned
medium. Hung et al.7* showed, that CM from hypoxic culture
of MSCs was more effective in decreasing induced apoptosis
and cell death than CM from MSCs incubated under normoxic
conditions.

The porcine LG is very similar to the human LG in terms of
its macro- and microanatomical structure.”® The cultivated
porcine LG epithelial cells showed positivity for pan-cytoker-
atin and secretory activity by PAS-alcian-blue staining, TEM,
positivity for Rab3D and secretory response to carbachol
stimulation. The supportive and regenerative effects of cross-
species feeder cells (e.g., 3T3), conditioned medium and even
xenografts of cells are well described.30-84

In summary, this study shows, that in vitro expansion at
low oxygen preserves the proliferation capacity and differen-
tiation potential of LG-MSC, and therefore seems to be an
excellent method to obtain vital MSC. Also an increased
number of LG-MSC expressing CD44 was observed under low
oxygen, which might be a valuable marker to identify a potent
MSC subpopulation. Lacrimal gland-MSC cultivated under 5%
02 improve migration and proliferation of LG epithelial cells
indicating a higher supportive regenerative function in
comparison with LG-MSC cultivated under 21% O2. However,
little is known about in vivo transplantation of cells cultured
under low-oxygen conditions. For this reason, the potential as
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a possible novel therapeutic option in the treatment of severe
dry-eye syndrome and especially the safety of regional and
systemic delivery of LG-MSC cultured in low-oxygen condi-
tions needs to be further examined in vivo by using animal
models.
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4. Diskussion

Die in der Zellkultur standardmiBig verwendete atmosphdrische Sauerstoffkonzentration
(21% Sauerstoff) wird gingigerweise als Normoxie und niedrigere Sauerstoffkonzentrationen
als Hypoxie bezeichnet, obwohl die physiologischen Sauerstoffkonzentration weit unter 21%
liegen (119): Nachdem das Blut als Sauerstofftransporter im Korper die Lunge in den
alveoldren Kapillaren passiert hat, sinkt die Sauerstoffkonzentration zunehmend bis das zu
versorgende Gewebe oder Organ erreicht ist. Je nach Lage und Durchblutung ist die
Sauerstoffkonzentration im Zielgewebe unterschiedlich hoch, liegt aber meist zwischen 2 -
9% (120). Die Sauerstoff-Konzentration in der physiologischen Nische der MSC liegt
zwischen 2% - 7% (112).

Die positiven Auswirkungen hypoxischer Kulturbedingungen auf MSC wurde in mehreren
Arbeiten beschrieben (113,114,121-125). Wahrend Hung et al. zeigten, dass MSC aus dem
Knochenmark unter 1% Sauerstoff eine reduzierte Wachstumsrate aufweisen (126) wurde in
unserer Arbeit eine signifikant erhohte Proliferation unter 5% Sauerstoff im Vergleich zu 21%
Sauerstoff nachgewiesen - sowohl in den Zell-Verdopplungs-Zeiten in der Kultur als auch in
den Durchfluss-Zytometrie-assisitierten Proliferations-Assays. Desweiteren zeigten die in
niedrigem Sauerstoff expandierten LG-MSC eine signifikant hohere Colony Forming-
Kapazitit. Diese FErgebnisse deuten auf den positiven Effekt einer reduzierten
Sauerstoffkonzentration auf die Kultur und Expansion von MSC hin. Allerdings muss darauf
hingewiesen werden, dass die sehr niedrige Colony Forming-Kapazitit unter 21% Sauerstoff
moglicherweise durch die Durchfluss-Zytometrie-assistierte Sortierung der Zellen beeinflusst
ist: Der durch den Sortierprozess induzierte Schaden beeinflusst die vergleichsweise groflen
Zellen aus der Kultur in 21% Sauerstoff moglicherweise mehr als die kompakteren Zellen aus

der Kultur in 5% Sauerstoff (127,128).

Nach der Isolation aus dem Gewebe (Passage 0) weisen die Zellen aus beiden
Kulturbedingungen eine relativ kompakte, langliche, spindelférmige Morphologie auf, die fiir
MSC typisch ist. Bereits ab Passage 2 lassen sich erste Unterschiede erkennen: Die Kern-

Plasma-Relation der Zellen in 21% Sauerstoff nimmt im Vergleich deutlich stirker ab,
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zunehmend groBere und flache Zellen mit sogenannten Stressfasern sind zu finden. Die Zellen
in 5% Sauerstoff hingegen nehmen kaum an GroBe zu, und behalten groBtenteils die
kompakte spindelférmige Morphologie ohne Stressfasern. In hoheren Passagen (ca. Passage
5-8) sind unter 21% Sauerstoff zunehmend Zell-Anhdufungen mit kleinen spindelférmigen
Zellen ohne Stressfasern zu finden und in den folgenden Passagen wird die Morphologie
zunehmend einheitlicher und das Wachstum nimmt zu. Dieses Verhalten ist typisch fiir die
Kultur muriner MSC und wird durch oxidativen Stress ausgeldst (117,129,130): Unter hohen
Sauerstoftkonzentrationen steigen die Level der Reaktiven Sauerstoffspezies (engl. Reactive
Oxygen Species, ROS), wie auch in unserer Arbeit gezeigt werden konnte. Die DNA-
schiddigenden Effekte hoher ROS-Level sind bekannt (131-133). Eine Schidigung der DNA
fithrt zu einer Hochregulierung und Stabilisierung des sogenannten Tumor-Suppressors p53,
was normalerweise zu einem Sistieren des Zellwachstums und ggf. zur Apoptose fiihrt (134-
136). Kommt es allerdings zur Schiadigung bzw. Mutation des p53-Gens selbst, kann das zum
Funktionsverlust (engl. ,,/loss of function®) des Tumor-Suppressors p53 fiihren (135). Bei
kontinuierlich hohen Sauerstoffkonzentrationen und entsprechend hohem ROS-Level koénnen
im Verlauf Zellen mit geschadigter DNA sowie Mutationen und einem /oss of function in p53

akkumulieren und uneingeschrinkt wachsen (117).

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte sich in unserer Arbeit eine erhohte CD44
Expression unter niedrigem Sauerstoff. Krishnamachary et al. konnten bei Brustkrebs-Zellen
zeigen, dass die Zunahme der CD44 Expression wahrscheinlich iiber den Hypoxia inducible
factor (HIF)-1a Signalweg induziert wird (137). Bei MSC aus der Nabelschnur und aus dem
Fettgewebe wurde ein Anstieg der Expression von HIF-la in reduziertem Sauerstoff
nachgewiesen (116,138). Valorani et al. zeigten eine Zunahme von CD44"-SCA-1" Zellen aus
murinem Fettgewebe unter hypoxischen Bedingungen, wobei die Zunahme sich nur auf die
SCA-1" Zellen bezicht, wihrend die CD44-Expression in beiden Kulturbedingungen
unverdandert blieb (122). Obwohl die Funktion von CD44 in MSC noch nicht génzlich
verstanden ist und CD44 auch als Tumorzellmarker verwendet wird (139), spielt es eine
vermeintlich wichtige Rolle in anti-inflammatorischen und regenerativen Prozessen: CD44 ist
mitverantwortlich flir gesteigerte Migration und somit auch flir das Homing der MSC, also der
Migration hin zu lokalisierten Entziindungen oder Verletzungen und auch fiir die
Rekrutierung weiterer MSC (140). CD44 kann die Entziindungsantwort von Makrophagen
regulieren, wirkt durch Unterdriickung der NF-«kB Aktivierung bei Entziindungsprozessen

schiitzend, die durch Toll-like receptors (TLR) vermittelt werden und bindet Proteasen wie
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die Matrix Metalloproteinase (MMP) 9, was zu einer reduzierten Monozyten-Migration fiihrt

(141-143).

Moglicherweise ist nicht nur die in unserer Arbeit festgestellte unter reduzierter
Sauerstoftkonzentration erhohte CD44 Expression, sondern auch die Reduktion der ROS und
die gesteigerte Migrationsfahigkeit der Epithelzellen (s.u.) durch den HIF-1a
Signaltransduktionsweg induziert. Denn neben CD44 induziert HIF-la mehrere hundert
Zielgene, darunter auch CXCR4, CXCR7 und CX3CRI1, Chemokinrezeptoren, die beim
Homing, Migrationsprozess und Zelliiberleben der MSC in vitro und auch in vivo eine
entscheidende Rolle spielen (144-147). Uber eine Steigerung der Pyruvatdehydrogenase-
Kinase (PDK) reduziert HIF-1a den mitochondrialen Sauerstoffverbrauch und somit auch die
ROS-Produktion. Auflerdem steigert HIF-la iiber eine Aktivierung des AMPK/mTOR
Signaltransduktionsweges die Autophagozytose der Zellen (148-150). Autophagozytose spielt
eine entscheidende Rolle bei unterschiedlichen Stressantworten und ist ein wichtiger
Homdostase- und Uberlebens-Mechanismus (151,152). Seo et al. konnten zeigen, dass eine
Induzierung des trockenen Auges mittels Trockenkammer und Scopolamin-Hydrobromid im
Maus-Modell durch Aktivierung von HIF-1a zu einer Zunahme der Autophagozytose fiihrt.
Nach einem Knockout von HIF-1a sind in der Trinendriise ein ausgeprigter apoptotischer

Untergang der Azinuszellen, ein Verlust der normalen Trinendriisen-Morphologie und -
Polaritit und -dhnlich wie im Sjogren Syndrom- eine Zunahme der Einwanderung von cD3*

und CD11b" Zellen festzustellen (153).

Trotz signifikanter Unterschiede in der basalen Expression von Fatty acid binding protein
(FABP)4 und der Expression von Osteopontin und FABP4 nach Induktion der
Differenzierung war in der Oil-Red-O bzw. der Alizarin-Rot Fiarbung nach Abschluss des
Differenzierungsassays makro- und mikroskopisch kein Unterschied zwischen den beiden
Kulturbedingungen festzustellen. Bzgl. des Einflusses einer  reduzierten
Sauerstoffkonzentration auf das Differenzierungspotential von MSC finden sich in der
Literatur teils unterschiedliche Ergebnise. Berniakovic et al. (Bone marrow (BM)-MSC; 3%
Sauerstoff) und Valorani et al. (Adipose tissue (AT)-MSC; 2% Sauerstoff) beschreiben ein
gesteigertes Differenzierungspotential in Adipo- wie auch in Osteozyten unter niedrigem
Sauerstoff (154,155). Im Gegensatz dazu berichten Malladi et al. (AT-MSC; 2% Sauerstoff)
von einer Reduktion des Osteozyten- Differenzierungspotentials in murinen Zellen (156).

Auch Fehrer et al. (BM-MSC; 3% Sauerstoff) beschreiben eine signifikante Reduktion der
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Adipozyten-Differenzierung, eine Osteozyten-Differenzierung war sogar liberhaupt nicht
festzustellen (157). Die unterschiedlichen Ergebnisse bzgl. der Auswirkungen einer niedrigen
Sauerstoftkonzentration auf die MSC lassen sich moglicherweise durch die Unterschiede in
den Urspriingen der verwendeten Zellen, der verwendeten Sauerstoffkonzentrationen und
anderen Einflussfaktoren (z.B. die Kontinuitdit und Zeit in der die Zellen den

unterschiedlichen Sauerstoffkonzentration ausgesetzt sind) erkléren (158,159).

In vivo sind Proliferation und Migration hin zu lokalen Entziindungsherden oder Verletzungen
wichtige Elemente von Regenerations- und Wundheilungsprozessen (90,91,160-163). Hier
wirken MSC proliferations-und migrations-unterstiitzend und tragen so zur Regeneration bei
(48,71,164,165). Um das mogliche Tranendriisen-Regenerationspotential zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen von MSC-CM aus beiden Kulturbedingungen auf
Migration und Proliferation von epithelialen Zellen der Tranendriise (LG-EC) in vitro
evaluiert. Hierflir wurden Zellen aus der porzinen Trinendriise verwendet, die der
menschlichen Trianendriise in mikro- und makro-anatomischer Struktur sehr &hnlich ist (166).
Die Isolation, Expansion und Charakterisierung dieser Zellen ist in unserer Arbeitsgruppe
bereits etabliert (167). Die unterstiitzenden und regenerativen Effekte von cross-Spezies
Feeder-Zellen (z.B. 3T3), cross-Spezies konditioniertem Medium und Xenograft
Transplantaten sind gut beschrieben, so dass auch in diesem Fall eine cross-Spezies
Verwendung unproblematisch erscheint (168-172). Die kultivierten LG-EC sind Pan-
Zytokeratin und RAB3D positiv und zeigen sekretorische Aktivitit in der PAS-Alcain-Blue-
Féarbung, in der Transmissionslektronen-mikroskopischen (TEM) Untersuchung und nach

Carbachol-Stimulation.

In mehreren Arbeiten ist an kornealen Endothelzellen, Epithelzellen des proximalen Tubulus,
Haut-Fibroblasten und Keratinozyten in Scratch-Assays ein schnellerer Wund-Verschluss im
Zellrasen durch Inkubation in MSC-CM im Vergleich zur Inkubation im jeweiligen Kontroll-
Medium nachgewiesen worden (52,53,173). Akram et al. zeigten an epithelialen Zellen aus
der humanen Lunge zwar, dass dieser Effekt weitgehend auf gesteigerte Migration
zuriickzufiihren und nach Inkubation in MSC-CM eine Auflockerung in den Zellabstinden
festzustellen ist (50). Dennoch fiihrt eine Inkubation in MSC-CM neben der gesteigerten
Migration auch zur einer Zunahme der Proliferationsrate (53,173,174). AusschlieBliche
Migrationseffekte zeigten Chen et al. in sogenannten Transwell-Migration-Assays.

Fibroblasten, Keratinozyten und endotheliale Zellen migrieren signifikant schneller durch
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eine Membran hindurch, wenn der Kulturbehélter auf der anderen Seite der Membran mit
MSC-CM aus hypoxischen Kulturbedingungen (2% Sauerstoff) statt aus normoxischen
Bedingungen (21% Sauerstoff) befiillt ist (174). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit konnten auch Jun et al. und Lee et al. zeigen, dass die migrations- und
proliferationsfordernden Effekte des MSC-CM durch eine hypoxische Konditionierung der
MSC weiter zunehmen. Sowohl in vitro an Haut-Fibroblasten als auch in vivo in einem Maus-
Modell fiihrt die Behandlung mit Kulturmedium, das bei reduzierter Sauerstoftkonzentration
(1% bzw. 2% Sauerstoff) durch MSC konditioniert wurde, zu einer erhohten Migration,
schnellerem Wundverschluss und einer gesteigerten Proliferation als die Behandlung mit
Kulturmedium, welches bei normaler Sauerstoffkonzentration (21% Sauerstoff) durch MSC

konditioniert wurde (175,176).

Der Einfluss von MSC-CM auf die Regeneration nach Schidigung wurde an verschiedenen
Zielzellen und Schadigungsmodellen untersucht. In murinen Hepatozyten (Schidigung durch
Carbon-Tetrachlorid), neuralen Zellen (Schidigung durch 2,5-Hexandion), Podozyten
(Schéadigung durch hohe Glukose-Spiegel), Epithelzellen des proximalen Tubulus
(Schidigung durch Gentamicin) und kornealen Epithelzellen (Schadigung durch 20% Ethanol
iiber 1 Minute) konnte eine Reduktion der Apoptoseraten bzw. erhohte Proliferationsraten
nach Inkubation in MSC-CM gezeigt werden (53,177-180). Diese Regenerations-
unterstiitzenden Effekte werden durch Inkubation in MSC-CM aus hypoxischen
Kulturbedingungen (1% Sauerstoff) weiter verstirkt, wie an Endothelzellen der Aorta
(Schidigung durch Hypoxie) gezeigt werden konnte (181). Ubereinstimmend mit den oben
aufgeflihrten Ergebnissen nimmt in der vorliegenden Arbeit die Proliferationsrate der
geschéddigten LG-EC (Schidigung durch 20% Ethanol {iber 1 Minute) in MSC-CM 5% im
Vergleich zur Inkubation in MSC-CM 21% signifikant zu.

Diese Zunahme der Migration und Proliferation der LG-EC in MSC-CM 5% deutet auf ein
erhohtes regeneratives Potential von LG-MSC aus der Kultur mit 5% Sauerstoftkonzentration
hin und ist wahrscheinlich bedingt durch héhere Sekretion von Faktoren wie IL-6, vascular
endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF), platelet derived
growth factor (PDGF), insulin-like growth factor Il (1GF-I1), hepatocyte growth factor (HGF)
und monocyte chemo-attractant protein (MCP-1) (176,181-183).
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Auf die Wirkung dieser und ggf. weiterer Faktoren sind wahrscheinlich auch die gesteigerten
regenerativen Effekte hypoxisch prikonditionierter MSC zuriickzufiihren, die im Tiermodell
neben der Haut (s.0.) bereits an weiteren Organen und Geweben untersucht wurden. Die
Behandlung mit hypoxisch prikonditionierten MSC, also von MSC die {iber einen
bestimmten Zeitraum in reduzierter Sauerstoffkonzentration konditioniert wurden, fiihrt im
Vergleich zu MSC, die unter Standardbedingungen kultiviert wurden, beispielsweise zu einer
signifikant hoheren Festigkeit der geschiddigten Achilles-Sehne, zu geringeren
Entziindungsparameter und einer histologisch signifikanten Reduktion der Lungenfibrose,
einer gesteigerten Nierenfunktion nach akuter Schadigung der Niere, besseren motorischen
und kognitiven Funktion nach Hirnschaden, Verbesserung der Linksventrikelfunktion nach
myokardialer Ischdmie und generell besserem Engraftment der MSC in dem geschidigten
Zielgewebe (184-189). Obwohl sich die Arbeiten in Form der Anwendung, Ursprung,
Isolation und Expansionsbedingungen der MSC sehr unterscheiden, geben sie Grund zur
Annahme, dass LG-MSC, die unter reduzierter Sauerstoffkonzentration kultiviert wurden, in
in vivo Experimenten im Rahmen von Transplantationsversuchen zu einem besseren

funktionellen Ergebnis fiihren, als LG-MSC aus den Standardbedingungen.
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5. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass die Verwendung einer reduzierten
Sauerstoftkonzentration in der Zellkultur eine exzellente Methode zur Isolation und
Expansion vitaler MSC aus Trianendriisengewebe ist: In beiden Kulturbedingungen weisen die
Zellen die fiir MSC typischen Marker auf. Unter reduzierter Sauerstoffkonzentration zeigte
sich eine Zunahme der CD44 Expression, einem moglicherweise niitzlichen Marker zur
Identifizierung einer potenten MSC-Subpopulation. Das Differenzierungs-Potential der Zellen
bleibt erhalten und im Vergleich zur Expansion unter 21% Sauerstoff war unter 5% Sauerstoff
eine signifikante hohere Proliferations- und Colony Forming-Kapazitit bei vergleichsweise
stabiler Morphologie festzustellen. Desweiteren steigert die Verwendung von MSC-CM 5%
Migration und Proliferation von Epithelzellen der Trénendriise signifikant, was auf ein im
Vergleich zur Kultur in 21% Sauerstoff erhohtes regeneratives Potential der Zellen in 5%
Sauerstoff hindeutet. Es ist davon auszugehen, dass diese erhohten regenerativen Effekte auch
in vivo zum Tragen kommen. Auflerdem kann die Verwendung einer reduzierten
Sauerstoftkonzentration in der Zellkultur dazu beitragen, in kiirzerer Zeit die Menge an MSC
zu gewinnen, die fiir eine systemische oder lokale regenerative Therapie bendtigt wird und so
das Risiko einer Akkumulation von Zellen mit DNA-Schidden oder Mutation reduzieren.
Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie und der bisher in der Literatur beschrieben
Eigenschaften der MSC, erscheint ein zelltherapeutischer Ansatz zur Regeneration der
Tranendriise vielversprechend. Bisher gibt es allerdings noch keine Studie, in der die
Applikation von MSC, die aus der Trénendriise isoliert und in reduzierter
Sauerstoffkonzentration kultiviert wurden, zur Regeneration der Trinendriise untersucht
wurde. Deshalb muss das regenerative Potential und insbesondere die Sicherheit der
Verwendung dieser Zellen als Therapieoption beim Syndrom des trockenen Auges in Form
von lokaler oder systemischer Anwendung im Rahmen von in vivo Tiermodellen weiter

untersucht werden, bevor eine klinische Anwendung erwogen werden kann.
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