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Zusammenfassung

Das schwere Trockene Auge (engl. dry eye disease; DED) ist eine hdufige Erkrankung,

welche unter anderem durch eine primdre oder sekundire Trinendriiseninsuffizienz
hervorgerufen wird. Therapieansitze sind bis auf wenige Ausnahmen rein
symptomatisch, so dass die Entwicklung neuer kausaler Therapieansdtze klinisch
wiinschenswert und erforderlich ist. Aus experimentellen Studien gibt es erste Hinweise,
dass geschidigte Driisen ein Regenerationspotential besitzen. Um dies weitergehend zu
untersuchen, bendtigt man entsprechend geeignete Tiermodelle. Diese sollten die
zugrundeliegende Schidigung der Trinendriise beim DED widerspiegeln und eine
entsprechende Manifestation der wichtigsten klinischen Symptome aufweisen. Ziel
dieser Arbeit war es, zwei unterschiedliche Mausmodelle nach Schidigung der
Trénendriise  hinsichtlich  der  Trinensekretion, kornealer  Epithelschiden,
Entziindungsreaktion in der Tridnendriise, sowie der Regenerationsprozesse zu
evaluieren. Die dafiir genutzten Schidigungsmodelle waren zum einen die Ligatur des
Ductus lacrimalis (DL) und zum anderen eine einmalige Injektion des pro-
inflammatorischen Zytokins Interleukin-lae (IL-1at) in die Trinendriise. In beiden
Gruppen wurde die Dynamik der Schidigungsreaktion an flinf Zeitpunkten nach
induzierter Schadigung untersucht. Die Qualitdt und Quantitit der Schadigung wurde
anhand der Schwere der hervorgerufenen Entziindungsreaktion, der Schéadigung des
Gewebes und anhand von klinischen Parametern der Augenoberfliche eruiert. Es zeigte
sich, dass IL-1a einen Tag nach Injektion eine Entziindung hervorruft, welche sich bis
Tag 7 vollstidndig zuriickbildet. Die DL fiihrt ab Tag 3 zu einer Entziindungsreaktion,
welche 21 Tage nach Wiedererdffnung der DL nachlie8. Die Schidigung durch IL-1a
Injektion spiegelt eher eine akute Entziindung mit einer moderaten und passageren
Schiadigung des Gewebes wider. Hingegen entspricht die Schidigung durch die DL eher
dem Bild einer schweren chronischen Entziindung der TD, was eher dem Verlauf des
schweren Trockenen Auges entspricht. Daher erscheint die IL-1 Injektion eher geeignet
fir die Erforschung akuter Entziindungen, wohingegen sich die DL eher als
Schiadigungsmodell zur Erforschung regenerativer Therapieansidtze beim schweren

Trockenen Auge anbietet.



Conclusion

The dry eye disease (DED) is a common medical condition, which can be caused by both
primary and secondary lacrimal gland (LG) insufficiency. With few exceptions,
therapeutic approaches are solely symptomatic. Therefore, the development of new
causal therapeutic approaches is desired and needed for treatment. Experimental studies
were able to show that impaired lacrimal glands have the potential to regenerate. To
further examine this, suitable animal models are needed. These should reflect the damage
of the LG damage due to DED and present its most important clinical symptoms. Aim of
this work was therefore to evaluate ocular surface changes, inflammation as well as
regenerative processes in two different mouse models with damage of the LG.

The used damage models were the ligation of the Ductus lacrimalis (DL) and a single
injection with the pro-inflammatory Cytokine IL-1c into the lacrimal gland. In both
groups the dynamic of the damage was observed at five specific timepoints after the
induced damage. The quality and quantity of the LG damage was determined on the basis
of the inflammatory reaction and on the damage of the tissue, as well as on the basis of
clinical ocular surface parameters. It was demonstrated that IL-la causes an
inflammatory reaction on day 1 after injection, which decreases completely until day 7.
The DL caused an inflammatory reaction beginning at day 3, which declined 21 days after
opening the DL. The injection with IL-1a represents rather an acute inflammation with a
moderate and transient damage of the tissue. Meanwhile, the damage caused by the DL
seems to mimic more closely the appearance of a chronic inflammatory reaction of the
lacrimal gland, which is closer to the processes observed in severe DED. Therefore, the
IL-1a injection might be more suitable to examine acute inflammation of the lacrimal
gland while the DL might be more appropriate to examine more chronic conditions such

as severe DED.
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1.Einleitung

1.1 Tranendriise

1.1.1 Morphologie

Die Trédnendriise (TD) ist beim Menschen beidseits lateral in der Fossa glandulae
lacrimalis des Os frontalis iiber dem Augapfel gelegen (Abb. 1) und hat ein Volumen
von etwa 1.2 cm?. Die Driise besteht aus einem intraorbitalen Pars orbitalis und einem
kleineren, durch die Sehne des M. levator palpebrae superioris abgetrennten, Pars
palpebralis. Thre 6-12 Driisenausfithrungsginge (Ductuli excretorii) sind kurz und
eroffnen sich an der oberen-seitlichen Fornix direkt auf die Augenoberfldche?. Zusitzlich
befinden sich akzessorische TD, sogenannte Krause- und Wolfring-Driisen, im oberen
und unteren Fornix der Konjunktiva. Im Gegensatz zur humanen TD umfasst der murine
Tranenapparat beidseits zwei TD, bestehend aus einer kleineren intraorbitalen TD und
einer extraorbitalen Haupttranendriise®. Die intraorbitale Driise befindet sich seitlich
hinter dem Oberlid, wohingegen die extraorbitale TD sich direkt ventral-kaudal des
Ohrknorpels befindet. Vom ventralen, superioren Rand der extraorbitalen
Haupttranendriise zieht dessen Trinenausfiihrungsgang iiber den M. masseter und
miindet in der AuBenseite des Oberlids®. Das Trinensekret der intraorbitalen TD wird
iiber einen eigenen kurzen Gang dem Tridnenausfithrungsgang der extraorbitalen Driise

zugefiihrt.

Lacrimal vessels 1. =
and nerve

Orbital part of
lacrimal gland

Orbital septum

Tendon of levator
Ipalpebrae superioris

Palpebral part of
lacrimal gland

Excretor ductof = [/ &
lacrimal gland '

Abb. 1: Anatomie der menschlichen Trdnendriise, aus Gray's Atlas of Anatomie 1. Auflage (das Urheberrecht ist

erloschen)*.



1.1.2 Zelltypen

Histologisch ist das tubulo-alveoldre Parenchym der TD durch Bindegewebssepten
geteilt. Das Parenchym selbst besteht aus Azinus-, Ductus- und Myoepithel-Zellen (siche
Abb. 2). Die Azinuszellen bilden mit 80 % den Grofteil der Zellen des Parenchyms und
stellen pyramidale, polarisierte Zellen dar, welche sich zu Azini zusammenlagern und ein
zentrales Lumen bilden®. Uber die Membran der Azinuszellen werden zusammen mit
Wasser und Elektrolyten auch Proteine ins zentrale Lumen sezerniert. Zuvor werden die
sekretorischen Proteine in Granula oder Vesikeln an der apikalen Membran gespeichert.
Die basale Membran der Azinuszellen ist in Richtung des Interstitiums gerichtet. Auf
dieser interstitiellen Seite der Zellen finden sich der Golgi-Apparat und das
endoplasmatische Retikulum. An der gegeniiber liegenden Seite grenzt die Azinuszelle

an das zentrale Lumen, dort verbinden sich die Azinuszellen zum Ausfiihrungsgang.

-
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Abb. 2: Histologie des murinen Trinendriisenparenchyms in einer nativen Driise, die Bindegewebssepten sind mit
blauen Pfeilen markiert, vergrofierter Ausschnitt in blauem Kdstchen. Rot umzeichnet sind die Azinuszellen mit
zentralem Lumen (roter Pfeil). Die Ausfiihrungsgdinge sind schwarz umzeichnet und ihr Lumen mit einem schwarzen

Pfeil markiert, vergréferter Ausschnitt in schwarzem Kdstchen.

Im Parenchym der TD finden sich auch mesenchymale Stammzellen (MSC). Diese
konnen durch Gewebeschéden aktiviert werden und mutmaBlich zur Regeneration der
TD beitragenS. Nach der Sekretion durch Azinuszellen ins Lumen, wird die priméire
Tranendriisenfliissigkeit durch die Ductuszellen weiter mittels Elektrolyten und Wasser
modifiziert und auf die Augenoberfliche geleitet. Die den Ductus in zirkulédrer
Anordnung umgebenen myoepithelialen Zellen sind wichtig fiir die Erhaltung der

Driisenstruktur. Sie umgeben mit ihren sternférmigen Ausldufern die basale Seite der



Azinus- und Ductuszellen und sind neben ihrer strukturellen Funktion zusétzlich durch
Kontraktion an der Direktion der Trinenfliissigkeit auf die Augenoberfliche beteiligt®.
Im Bindegewebe um die Azinuszellen befinden sich Teile des ,,mucosal-associated
lymphoid tissue** welches Plasmazellen, T- und B-Lymphozyten, Makrophagen und
Mastzellen enthélt. Hierbei bilden die Plasmazellen durch das Sezernieren von IgA einen
wichtigen Bestandteil der Trénenfliissigkeit zum Schutz des Auges vor Pathogenen.

Die neuronale Innervation der TD und Becherzellen reguliert die Sekretion der Muzine,
Proteine und der Trinendriisenfliissigkeit. Durch die neuronale Innervation werden die
Zusammensetzung und Quantitdt der Trénenfliissigkeit je nach Situation adaptiert.
Hierfiir ist die TD efferent parasympathisch, efferent sympathisch und afferent sensorisch
innerviert. Die parasympathischen Nerven enthalten den Neurotransmitter Acetylcholin
(Ach) und das vasoactive intestinal peptide (VIP). Die sympathischen Nerven enthalten
Norepinephrin, wiahrend sich in den sensorischen Nerven Substanz P und Galanin finden.
Die Stimulation der TD erfolgt sensibel tiber den N. lacrimalis, parasympathisch iiber den
N. intermedius und sympathisch aus dem Ganglion cervicale superius’. Da die
sensorischen Signale iiber den Nucleus lacrimalis umgeschaltet werden, handelt es sich
nicht um einen einfachen monosynaptischen Reflexbogen, sondern um einen
polysynaptischen Reflexbogen’.

Durch die sympathischen Nerven werden Blutgefdf3e innerviert, zusétzlich versorgen die
Nerven sekretorische und myoepitheliale Zellen. Wichtige Steuerfunktionen sowie die
Elektrolyt-, Wasser und Proteinsekretion der TD werden von parasympathischen Nerven
tibernommen. Die parasympathische Stimulation kann durch die Intensitdt der
sensorischen Signale an die Situation angepasst werden. Hierzu finden sich auf der
basalen Membran der Azinuszellen die parasympathischen M3 und die VIP Rezeptoren,
welche durch cholinerge Agonisten aktiviert werden. An ihren apikalen Seiten sind die
Azinuszellen durch gap junctions miteinander verbunden, welche eine synchronisierte
Polarisierung der Azinuszellen ermdglichen. Die Lumina verschiedener Azini bilden den
Ausfithrungsgang, der von kubischen Epithelzellen des Ductus umgeben wird. Diese
Ductuszellen machen ca. 10 — 12 % der Driise aus’.

Die hormonelle Regulation erfolgt hauptséchlich durch Androgene wie Testosteron.
Durch deren Bindung an Rezeptoren der Konjunktiva und TD wird die Ausschiittung von
IgA reguliert®. Die Hormone sind zudem fiir die histologischen Geschlechtsunterschiede,
beispielsweise kleinerer Azinuszellen in der weiblichen TD, verantwortlich?. Zudem sind

Androgene in  pathologischen  Situationen wichtig, da sie {iber eine



Entziindungshemmung zu einer Verbesserung der Organfunktion der TD beitragen®”.

Durch diese Eigenschaft sind die Androgene besonders in der geschiadigten TD von hoher

Relevanz. Gesteuert wird die Hormonausschiittung iiber die Hypothalamus-Hypophysen-

Nebennierenrinden-Achse, ein Fehlen der Hypophyse oder Entfernen der anterioren

Hirnanhangsdriise fiihrt zu einer Atrophie der TD'.

1.1.3 Tranenfliissigkeit

Der Trénenfilm ist eine komplexe Fliissigkeit und setzt sich aus drei unterschiedlichen

Schichten zusammen:

1.

Nach auBlen hin wird der Trianenfilm von der Lipidschicht abgegrenzt. Diese
Schicht wird von den Meibomdriisen produziert und weist eine Dicke von ca. 0,1
um auf. Sie verzogert die Evaporation und dient u.a. zur Stabilisierung des
Trénenfilms. Zusétzlich bieten die FEigenschaften der Lipidschicht die
Moglichkeit der gleichméBigen Verteilung des Tranenfilms auf der
Augenoberfliche. Diese Schicht besteht hauptsidchlich aus Cholesterin,
Cholesterinestern, Triglyceriden und Phospholipiden, welche zusammen
60 — 70 % der Lipidschicht ausmachen'!.

Die mittlere Schicht ist eine mukos-wéssrige Schicht und weist einen
absteigenden Muzingradienten zur Lipidschicht auf. Thre Funktion ist die Néhr-
und Sauerstoffversorgung der Kornea und Konjunktiva sowie Schutz vor
Pathogenen. Sie setzt sich vor allem aus Wasser, Proteinen und geldsten Muzinen
sowie Immunglobulin A (IgA), Lysozym und Laktoferrin zusammen. Zusétzlich
befinden sich durch die TD produzierte Wachstumsfaktoren wie Epidermal
Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor (FGF), Hepatocyte Growth
Factor (HGF) und Platelet Derived Growth Factor (PDGF) in der wéssrigen
Phase des Trianenfilms. Der wissrige Anteil ist circa 6 — 10 um dick. Dieser wird
zu 95 % von der TD produziert und zu 5 % von den akzessorischen Krause- und
Wolfring-Driisen in den Ubergangsfalten der Augenlider.

Der mukdse Anteil ist ca. 0,02 bis 0,05 um dick, er wird durch die Becherzellen
der Konjunktiva sowie den Epithelzellen von Kornea und Sklera sezerniert und
bildet die innerste Komponente. Er besteht aus den Muzinen 1, 4 und SAC welche
von innen nach auBlen hydrophiler werden und schlieBlich in die wissrige Phase
iibergehen. Die Muzinschicht macht die hydrophobe Oberfliche der Kornea

hydrophiler und somit besser benetzbar. Weiterhin sorgt das membransténdige



Mucinl durch seine GroBe und durch die negative Ladung dafiir, dass keine

anderen Zellen oder Mikroorganismen sich an die Epithelzellen anhaften konnen.

In der Gesamtheit dient der Tranenfilm dem Schutz der Augenoberfliche, vor allem vor
Pathogenen und dem Austrocknen, zudem leistet er einen wichtigen Beitrag fiir die
Sehfunktion. Um diese Funktion bestmdoglich erfiillen zu kénnen, wird die Sekretion
neuronal und hormonell situationsbedingt reguliert>®. Eine gesunde TD produziert in
etwa 2 pl Tranenflissigkeit pro min, deren Verteilung durch Blinzeln erfolgt!'?. Damit die
effektive Verteilung gewihrleistet ist, sind ein normaler LidschluBreflex, guter Kontakt

zwischen Augapfel und Lid, sowie ein gesundes Hornhautepithel entscheidend.

1.2 Erkrankungen der Trianendriise

Haufige Erkrankungen der TD sind akute oder chronische Entziindungen. Die
Pathogenese der entziindlichen Reaktionen reicht von lokalen Infektionen {iber
systemische Infektionen bis hin zu systemischen Erkrankungen nicht infektioser Genese.
Hierbei sind rheumatische Erkrankungen oder Graft-versus-Host-Reaktionen die
héufigsten Ursachen, die zur Schidigung der TD fiithren. Lénger andauernde
Schéadigungen resultieren hdufig in einem chronischen Mangel an Trianenfliissigkeit.
Zusétzlich kann ein Mangel an Trénenflissigkeit auch durch raumfordernde
Erkrankungen, wie meist benigne TD-Tumoren (z.B. pleomorphe Adenome) ausgeldst

werden.

1.2.1 Trockenes Auge

Beim Trockenen Auge (Keratoconjunktivitis sicca) handelt sich per Definition um ,,eine
multifaktorielle Erkrankung der Tranen und Augenoberfldche, charakterisiert durch einen
Verlust der Homdostase des Trinenfilms. Sie wird begleitet von okuldren Symptomen,
hierbei spielen eine Instabilitit des Tranenfilms und Hyperosmolaritét, Entziindungen
und Schédigung der Augenoberfliche sowie neurologische Verdnderungen eine Rolle in

der Atiologie“!?

. Die Entstehungsmechanismen des Trockenen Auges konnen in eine
evaporative und eine hypovolime Form eingeteilt werden'*. Zudem konnen
neurologische Ursachen, Hormone und Umweltfaktoren die Erkrankung zusitzlich
beeinflussen’.

Entziindungen als Ursache eines DED spielen eine wichtige Rolle, da sie sowohl fiir einen

quantitativen als auch einen qualitativen Trdnenmangel verantwortlich sein konnen.



Zudem ist es vor allem die Entziindung, welche nach der Entstehung des Trockenen
Auges fiir eine Schadigung der Augenoberflache sorgt, sowohl als Ursache wie auch als
Folge des Zellschadens'®.

Die Privalenz der Erkrankung des Trockenen Auges steigt mit zunehmendem
Lebensalter und ist bei Frauen hdufiger als bei Mdnnern. Zudem besteht ein Unterschied
zwischen Ethnien, so dass die Priavalenz in der kaukasischen Bevdlkerung niedriger ist
als in der asiatischen Bevolkerung!S. Das Trockene Auge tritt mit einer Privalenz von
5-50 % in verschiedenen Altersgruppen auf, es kann durch den Mangel an
Tranenfliissigkeit zur Beeintrdchtigung des Sehens und im schlimmsten Falle zur
Erblindung kommen!”.

Die evaporative Form des Trockenen Auges (,,evaporative dry eye“, EDE) beschreibt
eine verdnderte Zusammensetzung der Tranenfliissigkeit. Ursachen hierfiir sind
insbesondere obstruktive Erkrankungen der Meibomdriisen oder das kongenitale Fehlen
der Meibomdriisen. Die Meibomdriisen kdnnen zusétzlich durch Entziindungen wie die
posteriore Blepharitis oder Rosazea geschadigt sein. Durch eine Beeintrdchtigung der
Meibomdriisen kann z.B. der Lipidanteil verringert sein, was in einer erhohten
Evaporation resultiert und dadurch zum Syndrom des Trockenen Auges fiihren kann.
Der hypovoldmische Mangel (,,aqueous tear-deficient dry eye “, ADDE) beschreibt eine
verminderte Produktion von Trénenfliissigkeit. Hauptursache sind Entziindungen der TD,
welche durch Infektionen oder durch Autoimmunerkrankungen ausgeldst werden
konnen. Zusitzlich zur pathologischen Beeintrachtigung der TD kénnen Umweltfaktoren
wie eine Exposition von Klimaanlagen, Zug- oder Heizungsluft oder als weiterer Faktor
das Tragen von Kontaktlinsen die Symptomatik eines Trockenen Auges verstdrken.
Anatomisch wursdchlich kann ein Lagophthalmus durch schweren Exophthalmus,
Fazialisparese oder nach Blepharoplastik sein. Dies fiihrt durch die verstirkte Exposition
der Augenoberfliche zu einer erh6hten Evaporation des Trianenfilmes und dadurch zum
Trockenen Auge. Quantitativer Mangel wird auch vermehrt durch eine senile
Hyposekretion verursacht und ist auf Grund des demographischen Wandels
zunehmend!'8.

Ein héufiger Ausloser filir einen schweren quantitativen Mangel an Tranenfliissigkeit
stellt das Sjogren-Syndrom dar, hierbei handelt es sich um eine chronisch-entziindliche
Autoimmunerkrankung. Diese richtet sich hauptsdchlich gegen die Tranen- und die

Speicheldriisen und spielt eine gro3e Rolle bei der Keratoconjunktivitis sicca.



Dariiber hinaus konnen Entziindungen der Driisengdnge, iatrogene Ursachen,
neurologische Erkrankungen oder auch ein Vitamin-A Mangel die Funktion der TD

beeintridchtigen und zu einem quantitativen Trdnenmangel fiihren.

Klinik des Trockenen Auges

Die Symptome fiihren fiir die betroffenen Patienten hédufig zu einer Einschrankung ihrer
Lebensqualitit. Es kommt zu einem Fremdkdorpergefiihl im Auge, Brennen, Juckreiz,
Lichtscheu  sowie  zu  Visusminderungen.  Diese = Symptome  nehmen
charakteristischerweise im Laufe des Tages zu. Eine Konjunktivitis und posteriore
Blepharitis sind meist schon inspektorisch erkennbar, sie zeigen sich durch
Entziindungszeichen wie Rotung und Schwellung. In schweren Féllen kann es zu
Oberflachendefekten, Ulcera und zur Hornhautperforation mit konsekutivem Sehverlust
kommen.

Qualitdt und Quantitdt des Tranenfilms konnen mittels der Untersuchung der
TrénenfilmaufreiBzeit (TBUT), Schirmer-Test und der Anfiarbung des Hornhautepithels
mit z.B. Fluoreszein, oder Lissamingriin evaluiert werden. Die minimale TBUT betrigt
beim Gesunden ca. 10 Sek., der Schirmer-Test ist physiologisch, wenn nach 5 Min. ca.
15 mm des Indikatorpapiers verfarbt sind. Von deutlich pathologischen Werten spricht
man bei weniger als 5 mm Verfarbung des Papiers’. Die Anfarbung des Hornhautepithels
wird anhand einer Skala quantifiziert und bewertet, hier kann z.B. das Oxford Grading
genutzt werden!. Histologisch zeigen sich in den betroffenen TD ggf. abgestorbene
Azini, fibrotische Areale und eine Immunzellinfiltration, welche jedoch nur nach Biopsie

oder Resektion der TD nachweisbar sind?°.

1.2.2 Beteiligung des Immunsystems

An der Pathogenese des Trockenen Auges ist die Entziindungsreaktion mafigeblich
beteiligt. Es kommt durch die Beteiligung des Immunsystems zu einem Kreislauf,
welcher die Entziindungsreaktion weiter potenziert’!. Das Immunsystem besteht aus der
angeborenen und der adaptiven Immunabwehr. Zudem kann man zwischen akuten und
chronischen Entziindungen unterscheiden. Eine akute Entziindung kann durch Infektion
oder Trauma der Trinendriise verursacht werden. Sie fiihrt zu einer angeborenen
Immunreaktion mit einer akuten, aber unspezifischen Entziindungsreaktion durch das
Freisetzen von Zytokinen als humorale Komponente. Hierbei handelt es sich vor allem

um die Sekretion von TNF-a sowie Interleukin-1 und -6?2. Zudem sind die Zytokine



IL-11, IL-8, G-CSF und GM-CSF an der akuten Entziindungsreaktion beteiligt?*. Ziel der
akuten Entziindungsreaktion ist die Rekrutierung von Leukozyten zur Abwehr von
Pathogenen in das Gewebe. Die lokale Reaktion des Gewebes auf die Zytokine besteht
aus einer Weitstellung der Gefille, welche eine vermehrte Perfusion zum Transport von
Immunzellen ermdglicht??. Zusétzlich werden Endothelzellen aktiviert, welche auf ihrer
Oberfliche Adhésionsmolekiile priasentieren. An diesen Adhisionsmolekiilen kénnen
Immunzellen anhaften und durch transendotheliale Emigration in das Gewebe
eindringen, zudem wird die Chemotaxis von Leukozyten durch Chemokine aktiviert®2.
Ebenfalls werden Makrophagen aktiviert, welche sich teilweise bereits im lokalen
Gewebe befinden und weitere, nicht-gewebestindigen Makrophagen, durch die Zytokine
angelockt?*. Durch die Makrophagen werden Pathogene und Partikel aufgenommen,
abgebaut und anschlieBend als Abbaufragmente iiber MHC-II-Komplexe auf ihrer
Oberflache présentiert.

Es kann auBerdem zu einer systemischen Immunreaktion kommen, wenn Zytokine in
groBeren Mengen freigesetzt werden und iiber das Blut zu weiteren Organen gelangen??.
So werden in den Hepatozyten Akute-Phase-Proteine freigesetzt, aus dem Knochenmark
werden zusitzliche Leukozyten freigesetzt und es kann Fieber entstehen??.

Von den dendritischen Zellen wird die erworbene Immunreaktion induziert, sie nehmen
Antigene aus dem Extrazelluldrraum auf??. Sobald ein Pathogen wahrgenommen wird,
tritt die Dendritische Zelle in das periphere lymphatische Gewebe iiber und prasentiert
das aufgenommene Antigen iiber MHC-II-Molekiile auf ihrer Oberflache. Sobald die
Dendritische Zelle einen Lymphknoten erreicht, konnen dort naive T-Zellen aktiviert
werden??.

Durch die adaptive Immunreaktion kommt es zu einer spezifischen Immunantwort und
im Verlauf auch zu einer Gedéchtnisreaktion. Die zelluldiren Akteure dieser Reaktionen
sind B- und T-Lymphozyten, wihrend die humorale Komponente die von den B-Zellen
freigesetzten Antikorper bilden??. Die erworbene Immunreaktion wird durch Antigene
und ko-stimulatorische Signale ausgelost?®. Zur Aktivierung von T-Zellen muss diesen
das Antigen von spezialisierten Antigen-priasentierenden Zellen wie z.B. Makrophagen,
prasentiert werden. B-Zellen konnen durch den B-Zell-Rezeptor Antigene selbst
erkennen??. Die Bindung an die T-Zellen erfolgt iiber den T-Zell-Rezeptor, unter anderem
durch den CD 3-Komplex??. Die stimulierten T-Zellen entwickeln sich zu T-Helferzellen
(CD4+) oder zytotoxischen T-Zellen (CD8+), welche an der weiteren Immunreaktion

beteiligt sind.



Wenn der Auslosende Faktor im Gewebe verbleibt oder es zu einer immunologischen
Fehlreaktion kommt, kann sich eine chronische Entziindungsreaktion entwickeln?®. In der
Klinik des Trockenen Auges entwickelt sich diese beispielsweise beim Sjogren-Syndrom.
Die chronische Entziindungsreaktion wird durch die prolongierte Rekrutierung von
Monozyten und Lymphozyten charakterisiert. Die beteiligten Zytokine sind teilweise
identisch mit der akuten Entziindung, es gibt jedoch auch fiir die chronische Entziindung
spezifische Zytokine?. Sie unterteilen sich in die humorale Komponente mit IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7 und IL-13 und den zelluldren Teil der chronischen Entziindung IL-1, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12, Interferon, transforming growth factor-beta und
TNF-a/-B?*. Im Verlauf der chronischen Entziindung kommt es zu reichhaltigen
Verdnderungen des ehemaligen Parenchyms, z.B. durch Fibrose oder Zunahme kleiner
BlutgefidBe. Dies geht hdufig mit Funktionseinschrinkungen des betroffenen Organs

einher?®.

1.2.3 Therapie des Trockenen Auges

Bisherige Therapieansitze des Trockenen Auges beschrinken sich vor allem auf eine
symptomatische Behandlung. Hierbei kommen vornehmlich Trinenersatzmittel,
entziindungshemmende Substanzen (Kortikosteroide, Cyclosporin A), sowie ein
Verschluss der ableitenden Tranenwege z.B. mittels Punctum Plugs zum Einsatz. Den
Patienten wird empfohlen ihre Umwelt an die Erkrankung anzupassen und z.B.
Raumbefeuchter zu benutzen, trockene Heizungsluft zu meiden, Klimaanlagen restriktiv
zu nutzen und sich nicht in Zugluft aufzuhalten's.

Einer der wenigen kausalen, aber auch experimentellen Therapieansitze des Trockenen
Auges ist die autologe Transplantation von Driisengewebe der submandibuldren
Speicheldriise (Glandula submandibularis, GS). Hierbei kann entweder die komplette
Driise oder ein Teil der Driise transplantiert werden?”2%%°, Die Transplantation fiihrt zwar
zu einer subjektiven Verbesserung der Symptome, klinisch besteht jedoch weiterhin eine
konjunktivale Hyperdmie, Metaplasie, Infiltration von Entziindungszellen und eine
Reduktion der Hornhautepithelzellen (angezeigt durch eine verstirkte FL)*®. Zudem
bilden sich in einigen Fillen mikrozystische korneale Odeme. Die negativen
Auswirkungen sind wahrscheinlich auf die unterschiedliche Zusammensetzung des GS-
Sekretes im Vergleich zu dem Trénenfilm sowie der geringere Osmolaritit
zurlickzufiihren®®, Die Patienten mit Trockenem Auge sekundér zum Sjdgren-Syndrom

weisen hdufig auch entziindlich verdnderte Speicheldriisen mit herabgesetzter Funktion



auf, weshalb eine autologe Transplantation der GS bei diesen Patienten nicht in Frage
kommt. Aus diesen Griinden stellt die Transplantation der GS keine optimale Therapie-

Option dar, wodurch es klinisch wichtig ist neue kausale Therapieansitze zu entwickeln.

1.2.4 Experimentelle Therapieansétze
Je nach Status der TD, teilen sich die experimentellen Ansétze zur kurativen Behandlung
des Trockenen Auges in zwei Gruppen ein:

1. Bei einem kompletten Verlust des Driisengewebes stellt die Rekonstruktion von
funktionellem Driisengewebe im Labor mit anschlieBender Transplantation einen
vielversprechenden Weg fiir eine neue Therapieoption dar’!. Um diesen Ansatz
moglich zu machen, ist eine kompatible Matrix fiir die Besiedlung mit einer
geeigneten Zellpopulation nétig. Die dabei implantierten Materialien miissen
verschiedenste Kriterien erfiillen, wie die Biokompatibilitit mit dem
Empfingerorganismus, eine bestimmte Stabilitdt und Haltbarkeit und ebenfalls
eine chirurgische Handhabbarkeit. Weiterhin muss eine vaskulare und nervale
Innervation gewdhrleistet werden.

2. Falls noch intaktes TD-Gewebe vorhanden ist, konnte eine Therapie, welche die
Regeneration der TD in situ unterstiitzt oder anregt, eine vielversprechende
Alternative darstellen®2,

Im Falle des Vorliegens von funktionellem Restparenchym der TD in Patienten, stellt die
Verbesserung bzw. die Wiederherstellung durch Regeneration der TD von beiden oben
genannten Varianten die erfolgversprechendste dar. Die Vorteile dieses Ansatzes sind,
dass zum einen keine grof3e Operation fiir die Transplantation eines neuen Organs notig
ist und zum anderen der Patient nicht lebenslang Immunsuppressiva wegen moglicher
Abstofungsreaktionen des Fremdmaterials einnehmen muss.

Eine weitere mogliche Therapieoption stellt die Transplantation von MSC dar*?28, Die
MSC sind adulte multipotente stromale Zellen, welche die Eigenschaft besitzen sich zu
verschiedenen Zelltypen zu differenzieren. In verschiedenen experimentellen Studien
wurden MSC bereits zur Verbesserung der Regeneration des entsprechenden Gewebes
eingesetzt’*-*4, Beispiele hierfiir stellen die Anwendung in der Neovaskulogenese nach
Gefidflschdden, Osteo- oder Chondrogenese nach Frakturen oder Knorpelschidden,
kornealer Regeneration sowie Typ 1 Diabetes dar**. Aber auch bei akuten Verletzungen
der Lunge, Entziindungen wie Sepsis und Autoimmunerkrankungen wie Lupus zeigten

die MSC einen positiven Einfluss auf die Geweberegenration®*.
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Die Transplantation von MSC ist auch immunologisch vielversprechend, da sie keinen
MHC-II-Komplex exprimieren. Durch diese Eigenschaft konnen die MSC nicht als
Antigen-prasentierende Zelle agieren. Dies mindert die Gefahr einer Immunreaktion und
ermoglicht es, die MSC allogen therapeutisch zu nutzen®. Fiir die notwendige
Gewinnung der MSC vor einer Transplantation konnten diese bereits aus diversen
Geweben wie peripherem Blut, Molaren, Fett, amniotischer Fliissigkeit, der Nabelschnur,
dem Knochenmark und der murinen TD3¢ gewonnen werden. Das Sekretom aus murinen
TD-MSC zeigte bereits in Studien einen positiven Effekt auf zuvor geschidigten TD-
Zellen’’. Der zugrunde liegende Mechanismus ist noch nicht endgiiltig gekldrt und
unterliegt weiteren Untersuchungen.

MSC haben neben ihrem Regenerationspotential auch immunmodulatorische
Eigenschaften, welche besonders in Fillen eines entziindungsbedingten trockenen Auges
durch eine Abmilderung der Entziindungsreaktion weiter zur Therapie beitragen
konnten®s. Die Immunmodulatorischen Eigenschaften der MSC konnten auf
extrazelluldre Vesikel (EV) zuriick gefiihrt werden®®. Diese dienen als Mediator
interzelluldrer Kommunikation, ihr therapeutischer Effekt beim Grafi-Versus-Host-
Disease und chronischer Nierenerkrankung konnte bereits nachgewiesen werden®.
Durch MSC-EV werden die unspezifische und die erworbene Immunreaktion
unterdriickt®”. In der TD konnten die MSC im Mausmodell bereits nachgewiesen
werden®%32. Auch konnte in ersten Untersuchungen bereits eine mogliche Beteiligung der
MSC an der Geweberegeneration der TD nach einer Entziindungsreaktion gezeigt
werden®, Zudem sind die ethischen Bedenken beim Einsatz von MSC sind im Vergleich
zu Embryonalen Stammzellen gering. Schlielich handelt es sich bei MSC um adulte
Zellen, welche aus verschiedensten Gewebearten, wie zum Bespiel aus dem
Knochenmark oder dem Fettgewebe gewonnen werden konnen.

Hinsichtlich des Therapieerfolges konnte bereits in Tiermodellen und in Studien am
Patienten das Regenerationspotential der MSC beim Sjogren-Syndrom in den
Speicheldriisen und den TD gezeigt werden. Hierbei wurden pro-inflammatorische Zellen
inhibiert und anti-inflammatorische Zellen stimuliert**>, Die Transplantation von MSC
aus dem Knochenmark in vorgeschddigte Speicheldriisen fiihrte zu erhdhtem
Speichelfluss, regenerierte die Zellstruktur der Azinus- und Ductuszellen und verringerte
die Zahl apoptotischer Zellen*’.

Neben der Anwendung von MSC als Zelltherapeutika gibt es noch pharmakologische

Ansitze zur Verbesserung der Funktion der TD. Hierbei wird aktuell vor allem die
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Applikation von Wachstumsfaktoren wie HGF und TSG6 (Tumor necrosis factor-
inducible gene 6 protein) untersucht. Allerdings lésst sich durch diese Therapieoptionen
nur die bereits pathologische Driisenfunktion verbessern und unterstiitzen, jedoch keine
Geweberegeneration erzielen??.

Die Gentherapie stellt eine weitere potentielle Therapieoption des Trockenen Auges dar,
da diese sowohl in vivo als auch in vitro-Versuchen bereits erste Erfolge zeigen konnte*,
Bei der Gentherapie besteht die zugrundeliegende Methode aus einem Gentransfer mit
Hilfe modifizierter viralen Vektoren (Adenoviren oder Adeno-assoziierte-Viren), welche
die betreffenden Gene in die Zielzelle schleusen**. Die Gentherapie ist jedoch durch eine
moglicherweise ungezielte Insertation der Vektoren mit Risiken behaftet, welche zu einer
Kanzerogenitit oder auch zu einer moglichen Immunantwort des Patienten auf die

Capsidproteine der Vektoren fiihren kann*,

1.3 Mausmodelle des Trockenen Auges

Zur Erforschung von kurativen Therapieansitzen des Trockenen Auges mit Regeneration
der TD in situ ist es nétig die Dynamik und den Charakter der Schadigung zu untersuchen.
Hierfiir miissen geeignete Tiermodelle etabliert und evaluiert werden. Es gibt bereits
verschiedene Modelle, um die Pathophysiologie des Trockenen Auges zu imitieren
(Zusammenfassung Schrader et al.*). Die Mausmodelle sind unter den Tiermodellen am
weitesten verbreitet, sie lassen sich geméf der Pathophysiologie des Trockenen Auges
ebenfalls in einen quantitativen- und einen qualitativen Trdnenmangel einteilen. Es gibt
eine Vielzahl von Modellen, von denen fiir die jeweilige Pathophysiologie das passende
Modell ausgewihlt werden kann*. Zur Imitierung eines quantitativen Mangels sind die
Mausstimme NOD.B10.H2® oder Id3” (beide zeigen eine T-Zell dominante
Lymphozyteninfiltration der TD) geeignet. Sie stellen Modelle des primédres Sjogren
Syndrom dar. Hiervon zu differenzieren ist das sekundire Sjogren Syndrom welches
durch den Mausstamm MRL/Ipr generiert werden kann. Das Modell der NOD Maus
eignet sich ebenfalls fiir die Imitierung der funktionellen Aspekte des Sjogren Syndroms,
da hier Autoantikorper dhnlich wie beim Patienten mit Sjogren-Syndrom die Funktion
der TD herabsetzen®.

Ein qualitativer Mangel kann am besten durch Abwesenheit oder Atrophie der
Meibomdriisen wie bei der Tabby-Maus oder der APOCI1 transgenen Maus untersucht
werden. Zudem kann durch Umweltfaktoren (z.B. verminderte Luftfeuchtigkeit) und

Stress (z.B. konstante forcierte Mobilisierung) die Evaporation des Trianenfilms
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begiinstigt werden. Dies fiihrt zu verminderter Trinensekretion sowie zu einer
verringerten Epithelzelldichte (dargestellt durch eine erhdhte kornealer Anfarbung mit
Fluoreszein).

Neben genetischen Mausmodellen des Trockenen Auges gibt es Mausmodelle mit
induzierter Schidigung der Tridnendriisen. Dies hat den Vorteil, dass genetische
Einflussfaktoren abseits der Trdnendriise keinen Einfluss haben und spezifisch die
Schidigung der Trinendriise untersucht werden kann#%:4°,

Fiir unsere Studie haben wir die Ligatur des murinen Ductus (Ductusligatur, DL) der TD
(wie bereits durch Liu et al. durchgefiihrt) mit der IL-1a-Injektion (wie bereits durch
Zoukhri et al. beschrieben) verglichen, um die Dynamik und den Charakter der
Schidigung zu untersuchen und somit ein geeignetes Modell fiir die weiteren

Untersuchungen zur Regeneration der TD aufzuzeigen*®4°,

1.3.1 Ductus Ligatur

Bei der DL wird der einzige exkretorische Ductus der extraorbitalen Trinendriise mit
einem Silikonschlauch ligiert. Die DL fiihrt zu einer stabilen, bestdndigen und physischen
Schéadigung, wahrscheinlich entstanden durch den mechanischen Druck beim Riickstau
der Trénenfliissigkeit. Diese Schidigung konnte durch Liu et al. durch eine
makroskopische Verhértung der TD aufgezeigt werden*. Die TD verlor an GroBe und
Gewicht und verénderte ihre Farbung von klar zu milchig#. Zudem zeigten sich vermehrt
Lymphozyteninfiltrate, eine Zunahme von Ausfiihrungsgéingen und ein Untergang der
Azinuszellen. Die detaillierte Prozesse der hervorgerufenen Entziindungsreaktion wurden

jedoch nicht untersucht*®.

1.3.2 IL-1a-Injektion

Die Injektion von Interleukin-1a (IL-1a) erfolgte direkt in das TD-Parenchym, dort ist
das Zytokin IL-1c an der Aktivierung von Entziindungsprozessen beteiligt*’. Dies konnte
durch Zoukhri et al. durch eine schwere, passagere Entziindung der TD nach einer lokalen
Injektion von IL-1c in die TD demonstriert werden®’. Die schwere Entziindungsreaktion
welche IL-1a-Injektion in der TD auslst, hat zusétzlich einen negativen Einfluss auf die
Vitalitit der Azinuszellen. Durch den Verlust von Azinuszellen bedingt kommt es zu

einer verringerter Tranenproduktion fiir einen begrenzten Zeitraum*. Die

IL-1a-Injektion imitierte durch ihre passagere Entziindung mit anschlieBender spontaner
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Regeneration des Gewebes eine akute Entziindung*. Die kurze Entziindung fiihrte zu

einem passageren Verlust von Azinuszellen mit anschlieBender Regeneration®®.

1.3.3 Bedeutung der IL-1a-Injektion und DL als Schiadigungsmodelle

Die beiden Modelle Ductus Ligatur (DL) und IL-1a Injektion haben in ersten Studien
ihre Effektivitét als Schadigungsmodell der TD gezeigt.

Das Schadigungsmodell der DL zeigt, dass durch die DL eine persistierende Verdnderung
der TD entsteht. Die Studie von Liu et al. iiber die DL ist zum aktuellen Zeitpunkt das
einzige murine Schidigungsmodell, bei dem der Ductus der TD ligiert wurde. Es fehlt
bisher der direkte Vergleich zu der transienten Schidigung nach IL-1ca-Injektion durch
Zoukhri et al..

Die unterschiedlichen Pathomechanismen der beiden Schiadigungsmodelle stellen jeweils
eine individuelle Herangehensweise und daraus jeweils resultierende individuelle
Inflammation des Gewebes dar. Dies macht den Vergleich der beiden Varianten sehr
wichtig und bietet die Grundlage fiir meine Untersuchungen. Die beiden Modelle weisen
vergleichbare Anzeichen einer Entziindung wie Lymphozyteninfiltration, Verlust der
Azinusstruktur, verminderter Trinenfluss und Anzeichen einer Regeneration auf. Wobei
bisher weder die Inflammation noch die Schédigung der Azini detailliert miteinander
verglichen wurden. Zudem unterscheiden sich IL-1a-Injektion und die DL mafBgeblich
im Ablaufund Dauer dieser Vorgénge, wodurch jedes dieser Tiermodelle eine spezifische

Rolle zur Erforschung des Trockenen Auges spielen konnte.

1.4 Ziele der Arbeit
Ziel dieser Dissertation ist es, anhand der Entziindungsreaktion die Qualitit und Quantitét
einer Schidigung der murinen TD in zwei verschiedenen Schaddigungsmodellen zu
evaluieren. Zudem sollen die durch das Schadigungsmodell hervorgerufenen
Funktionseinschrinkungen als Indikator der Schwere des DED im Modell klinisch
bewertet werden.
Diese beiden Schadigungsmodelle sind:

1. Die Ligatur des Tranenausfiihrungsganges der extraorbitalen TD

2. die Injektion von IL-1c in die extraorbitale TD
Fiir den direkten Vergleich der Modelle beziiglich der Schwere der Schidigung ist es
notwendig, sie hinsichtlich fester Kriterien auszuwerten. Dafiir werden klinische

Parameter wie z.B. der Tranenfluss und die Schidigung der kornealen Augenoberfldche
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mittels Fluoreszin Farbung erhoben und verglichen. Weiterhin werden die TD aus beiden
Modellen in Hinblick auf Gewebeintegritit, Anzeichen von Gewebeschidigungen und
Vorkommen von Entziindungsreaktionen und Immunzellen histologisch untersucht. Um
den Gewebeuntergang und den Verlauf der Entziindung anhand der Immunzellen
nachzuvollziehen, ist es geplant Hdmatoxylin und Eosin - sowie immunhistologische
Farbungen der TD mit spezifischen Markern fiir verschiedene Entziindungszellen
durchzufiihren.

Gleichzeitig soll evaluiert werden, ob eine spontane Regeneration der TD nach der
Schiadigung durch DL oder IL-la-Injektion moglich ist. Dies erfolgt anhand der
histopathologischen und klinischen Auswertung der entsprechenden Parameter, wie z. B.
der Gewebeintegritit und dem Vorkommen vitaler Zellen nach Schiadigung. Dadurch
kann das geeignetere Modell zur Untersuchung der Dynamik der Schéddigung und
Regeneration ausgewdhlt werden. Dies bildet die Grundlage zur Erforschung von

Regenerativen Therapieansdtzen zur Behandlung von ADDE in weiteren Studien.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialliste

ABC-Reagent

Vectastain, Vectorlabs, Burlingame,

Kalifornien
Auswertungssoftware ImagelJ v.1.51d, National Institutes
of Health, Maryland, USA
Mikroskopiersoftware Leica Application Suite

Version 4.6.1, Wetzlar

Eosin 0,5 % wissrig

Carl-Roth, Karlsruhe

EtOH VWR (Avantor), Pennsylvania, USA

Faden 6/0 Prolene, Ethicon suture laboratories,
New Jersey

F(ab) Fragment Jackson-Immuno-Research,
Pennsylvania, USA

Fluoreszein Alcon (Novartis), Basel, Schweiz

Formalin Carl-Roth, Karlsruhe

Héamalaun Carl-Roth, Karlsruhe

Isofluran Piramal critical care, Pennsylvania,

USA

IL-1c (murin, rekombinant)

Peprotech, Hamburg

Ketanest Pfizer, New York City, USA

Mikrotomklinge Feather Typ A35

Mowiol Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri

Objekttrager Menzel-Gléser Superfrost Plus,
Gerhard Menzel, Braunschweig

Ofloxacinsalbe Bausch und Lomb, Heidelberg

Paraffin Paraplast Plus, Leica Biosystems,
Wetzlar

PFA 4 % Carl-Roth, Karlsruhe

Pferdeserum Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri

Rompun Bayer, Leverkusen

Roti-Histokitt

Carl-Roth, Karlsruhe
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Schirmer Test (Phenol Red Thread Tear Test)

Tianjin Jingming NewTechnological

Development Co. Ltd

Silikonfaden

ARAM Corporation, Osaka, Japan

Stitch-Programm

Software Image Composite Editor

(Version 2.0.3., Microsoft Research)

Triton-X-100

Carl-Roth, Karlsruhe

Tween 20 Carl-Roth, Karlsruhe

Xylol VWR (Avantor), Pennsylvania, USA
Puffer

Citratpuffer pH 6,0

L4 0, 1M CsHsO~

Merck, Darmstadt

e (,IM CsH7NaO7

Carl-Roth, Karlsruhe

Phosphate buffered saline (PBS)

e NaHPO4 VWR (Avantor), Pennsylvania, USA
e KH>PO4 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri

e NaCl 99,5 % Carl-Roth, Karlsruhe

o KCI Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri

Tris-buffered saline (TBS)

e Tris Buffered Saline

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri

e NaCl 99,5 %

Carl-Roth, Karlsruhe

Primére Antikorper

Antikorper | Wirt Klonalitiit Produktnummer Verdiinnung
CD3 Kaninchen | Monoklonal Abcam Nr. ab16669 1:75

CD68 Maus Monoklonal Abcam Nr. ab31630 1:300

CD138 Maus Monoklonal Abcam Nr. ab34164 1:100

Sekundire Antikorper

Zielspezies | Wirt Konjugierung Produktnummer Verdiinnung
Kaninchen | Pferd Biotinyliert Vector Labs BA-1100 1:300

Maus Pferd Biotinyliert Vector Labs BA-2000 1:300
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Gerite

Histologiemikroskop Leica, DM4000B

Kiihlplatte Shandon Histocentre 3
Mikrotom Leica RM 2255
Operationsmikroskop Moller-Wedel Opthamic 900S
Wasserbad Medithe Tissue Flotation Bath 55

2.2 Versuchsvorbereitung

2.2.1 Versuchstiere

Die Versuchsreihe wurde gemidl §8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes mit dem
Aktenzeichen 84-02-04.2013.A268 genehmigt und die Versuchstiere in der Zentralen
Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der
Heinrich-Heine-Universitdt durchgefiihrt. Das Versuchstierkollektiv bestand aus 100
mannlichen C57BL/6J Mausen (JANVIER LABS, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich),
welche zum Zeitpunkt der OP zwischen 8-10 Wochen alt waren. Dieser Stamm wurde
aufgrund seiner ubiquitdren Verfiigbarkeit und Robustheit ausgewihlt. Nach dem
Transport wurde eine Akklimatisierungszeit von mindestens 7 Tagen eingehalten. Die
Tiere wurden unter einem Tag-/Nacht-Rhythmus von je 12 h und freiem Zugang zu Futter

(ssniff Spezialdidten GmbH, Deutschland) und Wasser gehalten.

2.2.2 Gruppeneinteilung
Die Tiere wurden wie folgt in vier Gruppen aufgeteilt, zum einen die Ductus lacrimalis
Ligatur Gruppe (DL) und zum anderen die IL-1a Injektionsgruppe (IL-1ct). Sowie die
passenden Kontrollgruppen zu beiden OP-Methoden, zum einen eine Sham Operation
Gruppe fiir die DL und eine NaCl Injektion Gruppe fiir die IL-1ct Tiere (Abb. 3).
Zusétzlich wurden komplett unbehandelte Tiere als Kontrollen fiir beide
Versuchsgruppen genutzt.
Nachfolgend eine Aufstellung aller operierten Tiere und deren genaue
Gruppenzugehorigkeit:
e Ductus Ligatur:

A) Ductus lacrimalis Ligatur fiir 3 Tage (n=6)

B) Ductus lacrimalis Ligatur fiir 7 Tage (n=6).

C) Eroffnung der DL an D7 mit Entnahme nach weiteren 7 Tagen

(14 Tage Gruppe) (n=6)
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D) Eroftnung der DL nach D7 mit Entnahme nach weiteren 14 Tagen
(21 Tage Gruppe) (n=6)
E) Eroffnung der DL nach D7 mit Entnahme nach weiteren 21 Tagen
(28 Tage Gruppe) (n=6)
e Die Sham Operation wurde jeweils zeitgleich zu der DL durchgefiihrt, jedoch
ohne Ligatur (n=4)

e [L-la Injektion
A) Entnahme der Driise nach Tag 1 (n=6)
B) Entnahme der Driise nach Tag 2 (n=6)
C) Entnahme der Driise nach Tag 3 (n=6)
D) Entnahme der Driise nach Tag 5 (n=6)
E) Entnahme der Driise nach Tag 7 (n=6)

¢ Die Kontrollgruppe NaCl Injektion wurde analog zur IL Gruppe durchgefiihrt mit
n=4 pro Zeitpunkt
e Unbehandelte Tiere (n=4)

Ductus Ligatur

Ligatur

IL-1a-Injektion

OELNEE n=6 HGELINCE| n=6

Entnahme

n=6

Ligatur

Entnahme

Ligatur Eroffnung n=6

Ligatur Eréffnung n=6 Entnahme |[BiST

3 ) 3] 3] 3]

Entnahme

Ligatur Erdffnung n=

Analog Sham-Gruppen mit n=4

Analog NaCl-Injektion-Gruppen mit n=4

Abb. 3: Darstellung des Aufbaus der Versuchsgruppen, links die DL und rechts die IL-1a-Injektion

1
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2.3 Operation

2.3.1 Narkose

Das genutzte Narkosemittel bestand aus 80mg/kg Korpergewicht Ketanest
(Esketaminhydrochlorid), 7,5 mg/kg Korpergewicht Rompun (Xylazin) verdiinnt in 0,9
% NaCl. Die Narkose wurde durch die intraperitoneale Injektion von 5 ul der
Narkosemischung pro Gramm Korpergewicht eingeleitet. Nachdem das Tier keinen
Stellreflex mehr zeigte, wurden beide Augen mit einer Bepanthen-Augensalbe bedeckt,

um ein Austrocknen zu verhindern.

2.3.2 Allgemeiner Operationsteil

Nach dem Erloschen des Zwischenzehenreflexes wurde der Bereich zwischen rechtem
Auge und rechtem Ohr mit Betaisodona Losung desinfiziert. Anschlieend erfolgte die
Rasur des Operationsgebietes mittels eines Skalpells. Die Haut wurde mit einem circa
Smm langen Schnitt iiber dem Operationsgebiet erdffnet (siche Abb. 4). Um die TD
freizulegen, erfolgte unter Zuhilfenahme des Operationsmikroskopes eine stumpfe
Eroffnung des Gewebes bei Schonung der TD, ihrer Gefile und des
Tranenausfithrungsganges. Die TD stellte sich unmittelbar subkutan, kaudal-ventral des
Ohrknorpels dar (Abb. 4), sie wurde wihrend der Praparation moglichst wenig aus ihrer

Umgebung abgeldst. Manipulationen an der Driise selbst oder ihrer Kapsel erfolgten mit

anatomischen Pinzetten, um die TD zu schonen.

. f‘ i
w7
Abb. 4: Operationsgebiet: In Bild A deutet die blaue Linie an der rasierten Maus die spdtere Schnittfiihrung an, der
rote Kreis markiert die Position der TD. Bild B zeigt den Schnitt nach Erdffnung, der rote Kreis deutet wieder die
Position der TD an. Bild C zeigt den erdffneten Schnitt mit sichtbarem ventralem Teil der TD (Kreis) und frei liegendem
Ductus lacrimalis (Pfeil)

Ductus Ligatur

Der Ductus lacrimalis wurde unter dem Préparationsmikroskop dargestellt und zeigte
sich bei den meisten Tieren in Néhe einer pigmentierten Struktur ventral aus der TD
ziehend Richtung medialer Lidwinkel (sieche Abb. 5). Durch leichten Zug auf das

umliegende Bindegewebe wurde der Ductus lacrimalis angehoben und anschlieBend mit

20



einer spitzen Pinzette untertunnelt. Durch diesen Gewebetunnel wurden dann zwei Stiick
Silikonschlauch mit einem Innendurchmesser von 0,2 mm, einem Aullendurchmesser von
0,3 mm und einer Schlauchdicke von 0,05 mm gezogen und jeweils mit einem Knoten
um den Ductus lacrimalis und das umliegende Gewebe festgezogen. Der Silikonschlauch
wurde als Material fiir die DL gewéhlt da er durch seine elastischen Eigenschaften den
Druck besser auf das Gewebe verteilte und dieses so weniger schidigt, weiterhin war der
Knoten des Silikonschlauches einfacher zu 16sen als bei einem Faden.

Die Eroffnung der DL erfolgte jeweils an Tag 7 postoperativ unter Narkose, es erfolgte
ein Hautschnitt entlang der vorhandenen Operationsnarbe. Die DL befanden sich in
einem Fremdkorpergranulom, welches den Silikonfaden und den Ductus lacrimalis
umgab. Nachdem dieses erdffnet wurde, konnten die Knoten mit Hilfe von Pinzetten

geldst und die Silikonschlduche entfernt werden. Der Ductus lacrimalis stellte sich liber

den Silikonschlduchen liegend intakt dar.

Abb. 5: Silikonschlauch mit dariiberliegendem, intakten Ductus lacrimalis

Sham-Operation

Die Sham-Operation erfolgte analog zu der DL, jedoch ohne jegliche Ligierung. Der
Ductus lacrimalis wurde dargestellt und angehoben. Nachfolgend wurde die OP-Wunde
verndht. Es wurde darauf geachtet, den Ductus lacrimalis nicht zu beschddigen. Ebenso
wurde bei der Sham-Operation an Tag 7 vorgegangen. Auch hier erfolgte eine analoge

Eroffnung der OP-Narbe gefolgt von einer Anhebung des Ductus lacrimalis.
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Interleukin-1c Injektion

Das IL-1a wurde in einer Konzentration von 0,5 pg/pL in 0,9 % NaCl gelost. Nach der
Darstellung der TD wurden mit einer 31 Gauge Hamilton Spritze 2ul der IL-1a-Losung
langsam in diese injiziert. AnschlieBend wurde die Spritze fiir ca. 30 Sek. im
Driisengewebe belassen, um eine Diffusion der Fliissigkeit in das umliegende Gewebe zu
gewdhrleisten und einen Reflux durch den entstehenden Unterdruck bei dem

Herauszichen der Kaniile zu vermeiden.

NaCl Injektion
Als Kontrolle fiir die IL-1a Injektion wurden den Tieren analog zu der IL-1a -Prozedur

2 ul 0,9 % NaCl injiziert.

2.3.3 Postoperative Versorgung

Nach der Durchfiihrung der oben genannten Maflnahmen wurde die Wunde mit einem
6/0 nicht resorbierbarem Faden verschlossen und die Wunde mit einem lokalen
Antibiotikum (Floxal Salbe mit Img Ofloxacin pro Gramm) versorgt. Als postoperative
Analgesie wurde den Tieren 0,05 mg Buprenorphin pro kg Korpergewicht subkutan als
Depot in den Nacken injiziert, zusétzlich wurde das Trinkwasser postoperativ fiir drei

Tage mit 1mg/ml Tramadol versetzt.

2.3.4 Klinische Parameter

Fluoreszein-Fdirbung

Das korneale Epithel wurde postoperativ zu allen Untersuchungszeitpunkten
ausgewertet. Dazu wurden den Tieren je ein Tropfen Fluoreszein in jedes Auge appliziert,
mit einem Wattestibchen der Uberstand ohne Kontakt zur Kornea aufgesaugt und der
Rest durch manuellen Lidschluss durch den Untersucher verteilt und {iberschiissiges
Fluoreszein mit NaCl ausgespiilt. Die Tiere wurden zur Anregung der Fluoreszenz mittels
einer Handspaltlampe begutachtet (siche Abb. 6) und die Beschaffenheit des kornealen
Epithels wurde anhand des Oxford Gradings auf einer Skala von 0-5 bewertet!®.
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Intakte Kornea

Fluoreszeinfarbung ™

Abb. 6: Beispiel einer intakten Epithelzellschicht bei der murinen Kornea nach Applizierung von

Fluoreszein unter der Blaulichtquelle.

Schirmer-Test

Zur Messung des Trénenflusses wurde ein Schirmer Test mittels phenolrot-imprignierter
Wollfdden durchgefiihrt. Der Faden wurde hierfiir mit einer Pinzette fiir 30 Sek. an den
lateralen Canthus gehalten. Die Messung wurde sowohl vor der Induktion des Trockenen
Auges als auch nach der jeweiligen Schidigung durchgefiihrt.

In unserer Studie wurden die Fidden von Tianjin Jingming NewTechnological

Development Co. Ltd verwendet.

2.4 Histologische Aufarbeitung

4.4.1 Entnahme der Trénendriise
Die Euthanasie erfolgte mittels zervikaler Dislokation unter Isofluran Narkose. Die TD
wurden durch Erdffnen der Haut dargestellt und anschlieend unter dem Mikroskop

entnommen. Die linke, unbehandelte TD wurde ebenfalls entnommen.

2.4.2 Einbetten

Die entnommenen TD wurden nach einmaligem Waschen in PBS iiber Nacht in 4 %
Paraformaldehyd (PFA) in einer Einbettkassette fixiert. Anschliefend erfolgte das
Waissern fiir 5 min. unter flieBendem Leitungswasser. Die Proben wurden mittels einer
aufsteigenden Alkoholreihe in einem Entwésserungsautomaten iiber Nacht entwéssert

und anschlieBend in Paraffinblocke gegossen.

Das Entwiésserungsprotokoll lautet dabei wie folgt:

Zu Beginn wurde das Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 70 % EtOH fiir
45 min, 90 % EtOH fiir 120 min, 100 % EtOH I fiir 135 min, 100 % EtOH II fiir 190 min.
und 100 % EtOH III fiir 100 min. inkubiert. Jetzt erfolgte ein erster Xylol Schritt fiir 75
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min. und gefolgt von einem zweiten fiir 60 min. Des Weiteren wurden die Driisen

zunachst fiir 90 min. und dann erneut fiir 180 min. in Paraffin inkubiert.

2.4.3 Schneiden

Zum Anfertigen der Paraffinschnitte wurden die Blocke zunéchst bei -10°C gekiihlt. Mit
einem Rotationsmikrotom wurden Schnitte mit einer Dicke von 4 um angefertigt. Diese
wurden zum Glitten kurz in ein 35°C warmes Wasserbad gelegt und von dort auf
beschichtete Objekttrager aufgezogen. AnschlieBend wurden diese iiber Nacht zum

weiteren Glitten in einem Wérmeschrank bei 37°C gelagert.

2.4.4 Hamatoxylin und Eosin Farbung

Die Hématoxylin und Eosin Farbung (H&E) ist eine der am hdufigsten genutzten
Ubersichtsfirbungen. Sie besteht aus dem basischem Himalaun, welches die sauren und
basophilen Strukturen (v.a. Zellkerne, DNA und das raue Endoplasmatische Retikulum
(ER)) blau anfirbt und dem sauren Farbstoff Eosin, welcher azidophile und basische
Strukturen (vor allem Zellplasmaproteine, Mitochondrien und das glatte ER) in Rot/Pink
anfarbt. Zur Entparaffinierung der Schnitte, wurden diese fiir jeweils 5 min. drei Mal zur
Entfernung des Paraplasts in Xylol getaucht gefolgt von einer absteigende Alkoholreihe
mit 99 %, 96 % und 70 % Ethanol fiir ebenfalls jeweils Smin. Zur Rehydrierung wurden
die Schnitte fiir 3 min. in destilliertem Wasser gewaschen. Nun wurden sie fiir 5 min. mit
Hiamatoxylin gefdrbt und anschlieffend fiir 5 min. mit Leitungswasser gebldut. Danach
erfolgte die Farbung mit Eosin fiir weitere 2-3 min. Fiir die Einbettung durchliefen sie
eine aufsteigende Alkoholreihe von 70 %, 96 % zu 99 % EtOH und anschlieBend
dreimalig Xylol fiir jeweils 5 min. Die Schnitte wurden nachfolgend mit Roti Histokitt

eingedeckt und lichtgeschiitzt bei RT gelagert.

2.3.5 Hématoxylin und Eosin Auswertung

Zur Auswertung wurden die angefarbten Schnitte unter dem Mikroskop mit einem 10fach
Objektiv in einzelnen Bildern komplett abfotografiert (sieche Abb. 7) und anschlieBend
die Einzelfotos digital zu einem Gesamtbild des Tranendriisenschnittes unter Nutzung der
Stitch Software: Image Composite Editor zusammengefiigt. Diese Bilder wurden
verblindet durch zwei verschiedene Untersucher ausgewertet. AnschlieBend erfolgte die

J49

Auswertung digital mit Hilfe des Programms ImageJ*” anhand von drei Parametern:

24



Gesamtfliche des Tranendriisengewebes: hierbei wurde das gesamte
Driisengewebe innerhalb der Kapsel gemessen. Die so vermessene Flache enthielt
sowohl vitales als auch apoptotisches Driisengewebe.
Fléache vitaler Azinuszellen: Hier wurde die Gesamtfliche aller nativ aussehenden
Azinuszellen in Bezug auf die zuvor gemessene Gesamtflache der TD gemessen.
Immunzellinfiltration: Die Immunzellen, groBtenteils Granulozyten, wurden
anhand ihres Phinotyps (GroBe, Form) in der HE Féarbung identifiziert und mittels
eines Entziindungsscores ausgewertet. Es wurde eine Einteilung von 0-3 genutzt:

0- Keine Infiltration

1- Leichte Infiltration

2- MabBige Infiltration

3- Starke Infiltration

Keine Infiltration B Leichte Infiltration
Grad 0 Grad 1
500 pym 500 pm
MaBige Infiltration L) R ~'Starke_lnﬁ1tréition'
Grad 2 TR B 2 Grad 3.+ -
500 pm 500 |;m\;

Abb. 7: Beispielbilder (in 100-fach Vergrofierung) des Scores fiir die Bewertung der Immunzellinfiltration.

In Bild A ist die Immunzellinfiltration Grad 0 dargestellt, in Bild B Grad 1, in Bild C Grad 2 und in Bild D

Grad 3.

2.4.6 Immunhistologische Farbungen mit DAB

Vor dem Fiarben wurden die Schnitte entparaffiniert (Siehe Abschnitt 2.4.4). Dann

erfolgte eine Behandlung mit 0,15 %

Triton-X-100 in PBS fir 10 min. Die




Antigendemaskierung wurde anschlieBend mit 10 mM Citrat Puffer pH 6,0 in einem
Garkocher fiir 35 min. durchgefiihrt, weiterhin wurden die Schnitte auf Eis fiir
30 min. gekiihlt und dann in TBS-Tween 20 (0,05 %) pH 7,5 fiir 3 x 5 min. gewaschen.
Zum Blockieren der endogenen Peroxidase wurden die Proben anschlieBend mit 3 %
H>0, in PBS fiir 30 min. inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt fiir 3 x 5 min. in
TBS-T erfolgte ein Blockierungsschritt mit 25 % Pferdeserum in TBS fiir 45 min.

Daran schloss die Inkubation mit F(ab) Fragmenten Anti-Maus IgG (H+L) fiir 1h (1:40
in TBS) um Gewebeeigene Immunglobuline zu blockieren. Die Schnitte bei denen der
Sekundérantikdrper sich nicht gegen Maus richtete wurden zeitgleich mit TBS inkubiert.
Nach einem erneuten Waschen der Schnitte in TBS-T fiir 15 min. wurden die priméiren
Antikorper in der passenden Verdiinnung (siehe oben) in 2 % Pferdeserum angesetzt und
auf die Schnitte gegeben. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 4°C auf einem Schiittler.
Als Positiv-Kontrollgewebe fiir CD3, CD68 und auch fiir CD138 diente Lymphatisches
Gewebe. Dieses wurden aus unbehandelten Méusen entnommen und unter identischen

Bedingungen wie die Driisen eingebettet und immunhistologisch gefarbt.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte zundchst 3 x 5 min. mit TBS gewaschen.
Nunmehr wurden die sekunddren, Biotin gekoppelten Antikdrper in mit einer
Verdiinnung von 1:300 in 2 % BSA in TBS angesetzt und auf die Schnitte gegeben. Die
Inkubation erfolgte fiir 1h bei RT.

Zeitgleich wurde das biotinylierte Enzym HRP (Meerrettichperoxidase) fiir 30 min. mit
Avidin inkubiert um einen Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC-kit, Vector Labs)
vorzubereiten.

Hiernach wurden die Schnitte in TBS fiir 3 x 5 min. gewaschen und anschlieBend der
Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex fiir 30 min. bei RT auf die Schnitte gegeben.

Nun wurden die Schnitte mit TBS 3 x 5 min. gewaschen und dann Diaminobenzidin
(DAB) als Substrat hinzugegeben. Die Inkubation des Substrats war fiir jeden Antikorper
individuell und erfolgte unter mikroskopischer Sichtkontrolle. Fiir den CD3 Antikorper
wirkte das Substrat 2 min. und 30 Sek., fiir den CD68 und CD138 Antikorper jeweils
3 min. Durch die Kombination von DAB mit HRP wurde das DAB zu einem braunen
Farbstoff umgesetzt, was die Bindungsstellen der Primirantikorper sichtbar machte.
Sobald das DAB geniigend zu braunem Farbstoff umgesetzt war, folgte ein erneutes
waschen in TBS. Fiir die Darstellung der Zellkerne wurde eine Gegenfirbung mit

Hamatoxylin fiir 5 min. durchgefiihrt. Nach dem Blduen fiir 5 min. in Leitungswasser
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wurden die Schnitte mit Mowiol eingedeckt. Als Kontrolle des Sekundér-Antikorpers

wurden die Farbung identisch durchgefiihrt jedoch ohne priméren AK.

2.4.7 Auswertung Immunhistologische Féarbung

Im Anschluss an die DAB Firbung wurden die Driisen unter dem Mikroskop bei 40x
VergroBerung beurteilt. Hierfiir wurden bei den Antikdrperfarbungen mit anti-CD68,
anti-CD3 und anti-CD138 je 20 High Power Fields (HPF) ausgezéhlt. Fiir die Berechnung
der Zellzahl/mm? (Z/mm?) wurde die Zellzahl/HPF mit der Fliche (0,307mm?) des HPF
umgerechnet. Fiir die Berechnung der Zellen im HPF wurde die Anzahl der Zellen X

durch die Flidche 0.307 mm? geteilt (X/0,307 mm?).

2.5 Statistik

Die Daten aus den Versuchen wurden mit Hilfe von Prism 7 (Graphpad, La Jolla,
Kalifornien, USA) ausgewertet. Alle Werte werden als Mittelwerte =+
Standardabweichung (Mean + SD) angegeben. Der P-Wert wurde mit Hilfe eines One-
Way-ANOV A mit Dunnet Test ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1 Klinische Parameter

3.1.1 Oxford Grading der Fluoreszin-Féarbung

Sham Operation und Ductus Ligatur

Nach der Sham Operation (Abb. 8) zeigte sich ein Anstieg der FL nur an Tag 3 (3.00

+ 1.41, p=0.0053). Die DL fiihrte an Tag 3 (3.67 £ 0.52, p<0.0001) und an Tag 7 (2.70
+ 0.84, p=0.0168) zu einem signifikanten Anstieg des Oxford Gradings gegeniiber der
Kontrolle (1.58 £ 0.47). An den Tagen 14, 21 und 28 zeigten sich keine signifikanten
Anderungen der Augenoberfliiche nach Sham-OP oder DL im Vergleich zur Kontrolle.

NaCl und IL-1 a-Injektion

Nach der Injektion von NaCl (Abb. 8) stieg das Oxford Grading an Tag 1 (3.00 £ 1.00,
p=0.0401) und an Tag 3 (3.37 = 1.25, p=0.0010) gegeniiber der Kontrolle an. Nach der
Injektion von IL-1a stieg das Oxford Grading an Tag 1 (3.16 £ 1.17, p=0.0004) und Tag 2
(3.41 £ 1.36, p<0.0001) gegeniiber der Kontrolle an. An Tag 5 und 7 zeigten sich keine

signifikanten Anderungen der Augenoberfliche nach NaCl oder IL-1c.-Injektion.

p<0.0001
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l’ p<0.0001
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Oxford Grading [JJ
[#5]

Oxford Grading >
[7:]

-
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Sham DL NaCl IL-1a

Abb. 8 (Modifiziert aus Publikation'): Anstieg der FL in allen Gruppen postoperativ. An Tag 3 nach der
DL (A) bzw. Tag 2 der Interleukin-1o. Injektion (B) zeigte sich die stirkste Anfirbung.

3.1.2 Schirmer Test

Es zeigte sich, dass bereits die basale Trinensekretion der Méuse mit dem gewéhlten
Schirmer-Test nicht messbar war. Der angefdrbte Bereich des Wollfadens spiegelte
lediglich den Bereich wider, welcher sich im Augenlid befand. Auf Grund der nicht

messbaren basalen Trinensekretion konnten fiir den Schirmer Test keine Ergebnisse

generiert werden.
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3.2 Histologische Auswertung der Trénendriisen Schadigung

3.2.1 Kontrolle

In den TD unbehandelter Tiere zeigte sich eine kompakte Azinusstruktur ohne Anzeichen
einer Entziindung. Es waren weder Odeme noch Fibrosen erkennbar und die Immunzellen

zeigten keine vermehrte Kumulierung im Gewebe (siche Abb. 9).

Kontrolle

o 200pm

Abb. 9: Native TD (Kontrolle) in 200-fach Vergroferung zeigt eine kompakte Azinusstruktur ohne Odem

oder Fibrose. Es waren nur wenige bis keine infiltrierenden Entziindungszellen sichtbar.

3.2.2 Ductus Ligatur gegeniiber der Sham Operation

An Tag 3 nach der DL (Abb. 10) zeigte sich interstitielles Odem und Fibrose sowie eine
starke Infiltration von Immunzellen, die Azinusstruktur war gut erkennbar. Die
infiltrierenden Immunzellen konnten aufgrund ihrer Zellmorphologie und Nukleusform
als Granulozyten identifiziert werden. Vergleichend zeigte die Sham Operation (Abb. 10)
nur geringe interstitielle Odeme oder Fibrosen und deutlich weniger Immunzellen. Es
zeigte sich eine gesteigerte Entziindungsreaktion an Tag 7 der DL, welche sich in einem
weiteren Anstieg von 6dematdsem Gewebe, einer gesteigerten Anzahl von Immunzellen,
starker Fibrose und resultierend einem beinahe kompletten Verlust der Azinusstruktur
manifestierte. Im Vergleich dazu wies die Sham-operierten Driise an Tag 7 deutlich
weniger interstitielles Odem, Fibrosen und Immunzellinfiltration auf. Das vitale
Driisenparenchym blieb zum groBen Teil erhalten. Ab Tag 7 nach DL waren im
Parenchym vergroferte Gangstrukturen erkennbar, diese lie3en bis Tag 28 nach. An Tag
14 (7 Tage nach Erdffnung der DL) war weiterhin ein starkes interstitielles Odem,
Fibrose, Immunzellinfiltration erkennbar. Zudem zeigte sich eine partielle Riickkehr der
Azinusstruktur. Vergleichend war in den Sham operierten Driisen an Tag 14 nur leichtes

interstitielles Odem, Fibrose und Immunzellinfiltration zu beobachten.
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Mit 14 Tagen Regenerationszeit nach Eroffnung der DL zeigte sich an Tag 21 eine
vermehrte Riickkehr der Azinusstruktur sowie einer Verringerung der Odeme,
Immunzellinfiltration und Fibrose. Zeitgleich (Tag 21) war in der Sham operierten Driise
wenig bis kein interstitielles Odem, Fibrose oder Immunzellinfiltration mehr erkennbar.
Zum Endzeitpunkt (21 Tage nach Erdffnung der DL) an Tag 28 zeigte sich ein
progredienter Riickgang der Odeme, Immunzellen und Fibrose sowie eine Riickkehr der
Azinusstruktur. Die Sham operierte Driise zeigte an Tag 28 keine Anzeichen von

interstitiellem Odem, Fibrose oder Immunzellinfiltration.
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Abb. 10: Bilder A-J in 200-fach Vergrofferung zeigen den Vergleich zwischen der DL und der Sham
Operation (Sham) an den verschiedenen Tagen (3, 7, 14, 21 und 28d). Odeme (blau), Gangstrukturen (gelb)

und Immunzellen (rot) sind mit Pfeilen markiert. Die Entziindung erreicht nach der DL an Tag 7 (C) ihr
Maximum und verringert sich nachfolgend. Die Sham Operation fiihrt ebenfalls zu einer passageren aber

deutlich geringeren Entziindungsreaktion.

3.2.3 IL-1a gegeniiber NaCl Injektion

Einen Tag 1 nach der Injektion von IL-1a (Abb. 11) wies die TD deutliche Zeichen einer
Entziindungsreaktion auf. Die Azinusstrukturen der Driise waren weitestgehend intakt,
jedoch durch interstitielle Odeme aufgelockert. Zudem fanden sich eine Fibrose und
Immunzellinfiltration. Dem gegeniiber zeigte die NaCl behandelte Driise nur geringe
interstitielle Odeme oder Fibrosen. Die Entziindung zeigte sich an Tag 2 in der IL-1a
behandelten Driise weiterhin sehr prominent. Die interstitiellen Odeme, Fibrose und eine
starke Infiltration von Immunzellen waren gut erkennbar. Wie an Tag 1 blieben die
vitalen Azinusstrukturen zum groflen Teil erhalten. Die NaCl behandelte Driise zeigte an
Tag 2 weiterhin nur leichte Anzeichen einer Entziindungsreaktion wie interstitielles
Odem, Fibrose und Immunzellinfiltration. Am 3. Tag nach der Il-1c-Injektion war eine
verminderte Entziindungsreaktion erkennbar, die interstitiellen Odeme begannen sich zu
verringern und die Zahl infiltrierter Immunzellen lieB nach. Ebenso bildeten sich
Anzeichen einer Entziindungsreaktion in der NaCl behandelten Driise im Vergleich zu

Tag 2 noch weiter zuriick. Die Entziindungszeichen waren an Tag 5 postoperativ in der
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IL-1a als auch in der NaCl behandelten Driise weitestgehend inapparent, es stellte sich
weitestgehend vitales Driisenparenchym dar. Dieser Trend setzte sich an Tag 7 nach der

IL-1a Injektion bzw. der NaCl Injektion fort, es zeigte sich eine kompakte Azinusstruktur,

ohne interstitielles Odem, weitestgehend frei von Immunzellen.
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Abb. 11: Bilder A-J in 200-fach Vergroferung zeigen den Vergleich zwischen der Injektion von IL-10. (4,
C, E, Gund I) und NaCl (B, D, F, H und J) an den verschiedenen Zeitpunkten nach Injektion (1,2,3,5 und
7d). Die Entziindung erreicht in den IL-10. behandelten Driisen an Tag 1 (A) ihr Maximum und verringert
sich nachfolgend. Die NaCl-Injektion fiihrt ebenfalls zu einer passageren aber deutlich geringeren
Entziindungsreaktion.

3.2.4 Verdnderungen in der Fliche des Gesamtdriisengewebes

Ligatur und Sham Operation

Die DL (Abb. 12) fiihrte zu einer signifikanten Verringerung des Driisenparenchyms
gegeniiber der Kontrolle (91.60 % £ 3.25 %) an Tag 3 (61.88 % + 5.26 % p<0.0001) und
einem Minimum der parenchymalen Zellflache an Tag 7 (47.76 % £ 11.20 % p<0.0001).
Nach Eroffnung der DL zeigte sich eine Zunahme der Parenchymfldche {iber den
Zeitverlauf, zundchst an Tag 14 (57.76 % £ 4.32 % p<0.0001), Tag 21 (70.38 % £ 7.53 %,
p<0.0001) und schlieBlich an Tag 28 (78.73 % £ 4.20 % p=0.0204). Die Sham Operation
filhrte zu einer geringen Abnahme des Parenchyms, es kam jedoch nicht zu einer

signifikanten Verdnderung.

IL-1 und NaCl Injektion

Die Injektion von IL-1a (Abb. 12) fiihrte zu einem signifikant verringerten Anteil des
Driisenparenchyms gegeniiber der Kontrolle (91.60 % + 3.25 %). Die minimale Flache
des Parenchyms zeigte sich an Tag 1 (73.16 % £ 8.79 %, p=0.0001) und Tag 2 (77.14 %
+ 7.54 %, p=0.0037), ab Tag 3 fiihrte die IL-1a-Injektion nur noch zu nicht signifikanten
Verminderungen des Parenchyms. Nach NaCl Injektion kam es zu minimaler, nicht

signifikanter Abnahme der parenchymalen Zellflache.
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Abb. 12 (Modifiziert aus Publikation'): Berechnung der parenchymalen Zellfldche (%) der TD zeigte eine
signifikante Reduktion der parenchymalen Zellflache von Tag 3 bis Tag 28 (A) nach DL wobei nach Tag
7 (Eréffnung) ein Anstieg zu detektieren war. Die IL-1a Injektion (B) fithrte zu einer signifikanten
Reduktion an Tag 1 und Tag 2. Die Kontrollgruppen, NaCl (A) und Sham (B) fiihrte zu einer kleineren,
nicht signifikanten Abnahmen der Zellfléche.

Vergleich von Schddigung und Regeneration der gesamten Parenchymfliche nach
Interleukin-1a-Injektion und Ductus Ligatur

Tag 1 nach IL-1a-Injektion und Tag 7 nach DL stellten, wie in Abb. 12 dargestellt, in den
jeweiligen Gruppen den Zeitpunkt mit der Maximalen Verringerung des parenchymalen
Driisengewebes gegeniiber der Kontrolle dar. Im Vergleich der beiden Zeitpunkte zeigte
sich (Abb. 13), dass durch die DL an Tag 7 (47.76 % + 11.20 %, p=0.0002) eine
signifikant verringerte Fliche des Driisengewebes gegeniiber der IL-1a-Injektion an Tag
1(73.16 % £ 8.79 %, p=0.0001) verursacht wurde.

Tag 7 nach IL-1a-Injektion und Tag 28 nach DL waren die Zeitpunkte der jeweiligen
Gruppen, an denen die Regeneration des Driisengewebes am weitesten fortgeschritten
war bzw. Endzeitpunkt. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen IL-1a-

Injektion und DL.
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Abb. 13: Vergleich von Schddigung und Regeneration der gesamten Parenchymfldche nach IL-1a-Injektion
und DL. Sie ist an Tag 7 nach DL (minimale Parenchymfldche in DL-Gruppe) signifikant geringer als an
Tag 1 nach IL-1a Injektion (minimale Parenchymfliche in IL-1a-Gruppe). Dieser Unterschied besteht
zwischen Tag 7 der IL-la-Injektion und Tag 28 der DL nicht (jeweiliger Zeitpunkt mit maximaler

Regenerationszeit bzw. Endzeitpunkt).

3.2.5 Verdnderungen des Anteils von Azinuszellen an der Gesamtfldche

Ductus Ligatur und Sham Operation

Die Sham Operation (Abb. 14) fiihrte nicht zu einer signifikanten Reduktion der Flache
vitaler Azinuszellen gegeniiber der Kontrolle (90.87 % + 3.47 %). Anders die DL, diese
fiihrte zu einer Reduzierung der Fliache ab Tag 3 (45.27 % + 14.38 %, p<0.0001) und
erreichte an Tag 7 ihr Minimum (3.88 % £ 5.17 %, p<0.0001). Nach der Eroffnung der
DL an Tag 7 nahm die Fldche stetig bis Tag 28 zu (54.67 % £ 11.47 %, p<0.0001), wobei
die Flache der vitalen Azinuszellen an Tag 28 weiterhin gegeniiber der Kontrolle

signifikant verringert war.

IL-10 und NaCl Injektion

Die Injektion von NaCl (Abb. 14) fiihrte, zu keiner signifikanten Verminderung der
Fléache vitaler Azinuszellen gegeniiber der Kontrolle (90.87 % + 3.47 %). Hingegen lie3
die Injektion von IL-1a die Flache vitaler Azinuszellen an Tag 1 (64.39 % + 10.10 %,
p=0.0003) und Tag 2 (63.63 % £ 16.29 %, p=0.0002) im Vergleich mit der Kontrolle
zuriickgehen. Ab Tag 3 kam es zur Zunahme der vitalen Azinusstrukturen, so dass an

Tag 5 die Werte vergleichbar zur Kontrolle waren.
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Abb. 14 (Modifiziert aus Publikation'): Berechnung der vitalen Azinuzellen (%) der TD. Wiihrend die Sham
Operation (A) keine signifikanten Verdnderungen verursachte, zeigte sich nach DL (A) ein fast kompletter
Verlust der vitalen Azinuszellen an Tag 7 mit anschlieflender Teil-Regeneration. Nach IL-1o-Injektion (B)
zeigte sich an Tag 1 und 2 ein Abfall der vitalen Azinuszellen, die NaCl-Injektion (B) fiihrte nur zu

geringeren, nicht signifikanten Verdnderungen.

Vergleich der vitalen Azinuszellen nach Interleukin-1o-Injektion und Ductus Ligatur

Wie bereits in Abb. 14 dargestellt, wiesen Tag 1 nach IL-1a-Injektion und Tag 7 der DL
die starkste Schidigung der TD auf. Tag 1 nach der IL-1a-Injektion (64.39 % £ 10.10 %)
présentierte dabei signifikant mehr Flache vitaler Azinuszellen als Tag 7 der DL (3.88 %
+ 5.17 %, p<0.0001). Tag 7 nach IL-lo-Injektion und Tag 28 nach DL waren die
betrachteten Endzeitpunkte (siche Abb. 15). Hier zeigte sich, dass an Tag 7 nach der IL-
la-Injektion (83.31 % + 6.36 %) eine signifikant groBere Fliche an vitalen Azinuszellen

sichtbar war als nach der DL an Tag 28 (54.67 % + 11.47 %, p=0.0001).
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Abb. 15: Vergleich von Schidigung und Regeneration der Fldche vitaler Azinuszellen nach IL-1a-Injektion
und DL. Sie ist an Tag 7 der DL (minimale Fldiche vitaler Azinuszellen in DL-Gruppe) signifikant geringer
als an Tag 1 nach IL-1a-Injektion (minimale Fldche vitaler Azinuszellen in IL-1c-Gruppe). Im Vergleich
zwischen Tag 28 der DL und Tag 7 der IL-1 c-Injektion (jeweiliger Zeitpunkt maximaler Regeration bzw.
Endzeitpunkt) ist dieser Unterschied ebenfalls fest zu stellen, jedoch weniger signifikant.
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3.2.6 Infiltration von Immunzellen

Hier soll der Entziindungsstatus anhand einer Ubersichtsfirbung betrachtet werden, dafiir
wurden Immunzellen im TD-Gewebe erfasst (siche Abb. 16). Es waren bereits in den
Kontrolldriisen Immunzellen im Gewebe nachweisbar, diese waren sowohl zwischen den
Azinuszellen als auch im Bindegewebe vorhanden. Die Zahl der gemessenen

Immunzellen verinderte sich je nach Schadigung individuell.

Abb. 16: HE Firbung der TD an Tag 7 nach DL in 100-fach Vergrofierung. Das Driisengewebe ist durch
Immunzellen infiltriert (roter Pfeil) welche sich zwischen den Azinuszellen und im Bindegewebe (schwarzer

Pfeil) finden. Es sind teilweise vitale Azinuszellen erkennbar (blauer Pfeil).

Ductus Ligatur und Sham Operation

Die DL (Abb. 17) resultierte in einem Ansteigen des Infiltrationsscores gegeniiber der
Kontrolle (0.75 + 0.50) ab Tag 3 (2.83 = 0.41, p<0.0001) fiir den gesamten
Beobachtungszeitraum bis einschlieBlich Tag 28 (2.16 £ 0.41, p<0.0001). Die Sham

Operation fiihrte nicht zu einem signifikanten Anstieg.

IL-1 ¢ und NaCl Injektion

Die Injektion von IL-la (Abb. 17) fithrte an Tag 1 (2.66 = 0.52, p=0.0014) zu einer
signifikanten Steigerung des Infiltrationscores gegeniiber der Kontrolle (0.25 £+ 0.50), ab
Tag 2 bestand kein signifikanter Unterschied mehr gegentiber der Kontrolle.

Die NacCl Injektion filihrte nicht zu einem signifikanten Anstieg des Scores gegeniiber der
Kontrolle. Auch hier konnten die infiltrierenden Immunzellen als Granulozyten

identifiziert werden.
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Abb. 17 (Modifiziert aus Publikation'): Vergleich der Immunzellinfiltration zwischen der DL und der Sham
Operation (A), an Tag 3-28 der DL stieg der Infiltrationsscore signifikant an. Dies war nach der Sham
Operation nicht zu beobachten. Nach der IL-1o-Injektion (B) war die Immunzellinfiltration an Tag 1

signifikant gesteigert, wihrend dies nach der NaCl-Injektion nicht der Fall war.

3.3 Immunhistologie Auswertung
Nachdem der Entziindungsstatus anhand einer Ubersichtsfiarbung betrachtet wurde,
sollen die Immunzellen nun durch immunhistologische Farbungen charakterisiert

werden. Die dunkel angefarbten Immunzellen sind im Parenchym der TD gut erkennbar.

3.3.1 CD3 (T-Zellen)

Ductus Ligatur und Sham Operation

Wie in Abb. 20 dargestellt, zeigten die unbehandelten TD (Kontrolle) bereits CD3
positive T-Zellen (7.05 Z/mm? + 5.05 Z/mm?). Im Vergleich hierzu stieg die Anzahl CD3
positiver Zellen an Tag 3 (siche Abb. 18) der DL an (37.79 Z/mm? + 14.42 Z/mm?,
p<0.0001). An Tag 7 (29.86 Z/mm? + 22.65 Z/mm?, p<0.0001) kam es bereits zum
Riickgang der CD3 positiven Zellen. An Tag 21 der DL bestand kein signifikanter
Unterschied mehr gegeniiber der Kontrolle. Die Sham Operation fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg in der Anzahl CD3 positiver Zellen an Tag 3 (31.35 Z/mm? + 25.92
Z/mm?, p<0.0001) und Tag 28 (18.73 Z/mm? + 9.23 Z/mm?, p=0.0356), erkennbar in

Abb. 19.
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IL-1a-Injektion und NaCl-Injektion

Die IL-lo-Injektion (Abb. 20) fiihrte bis auf Tag 7 (46.91 Z/mm? + 28.51 Z/mm?,
p<0.0001) zu keinem signifikanten Anstieg der CD3 positiven Zellen gegeniiber der
Kontrolle (7.05 Z/mm? + 5.05 Z/mm?). Die NaCl-Injektion fiihrte an keinem der Tage zu

Abb. 18: Beispielbild einer immunhistologischen Fdarbung von CD3 positiven Zellen (roter Pfeil) in 200-
fach Vergroferung, in einer TD 3 Tage nach DL, welche sich im Parenchym zwischen den Azinuszellen
(blauer Pfeil) und Bindegewebe (schwarzer Pfeil) befinden.

39



Abb. 19: CD3 Fdarbung der TD. Bilder A-I zeigen eine unbehandelte Driise (4) sowie den Vergleich
zwischen Driisen nach DL und Sham Operation (B-E) bzw. nach IL-1 c~Injektion und NaCl-Injektion (F-I).
Alle Bilder zeigen eine 200-fach Vergrofferung. Die CD3 positiven Zellen sind im Parenchym der TD zu

erkennen (roter Pfeil)
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Abb. 20 (Modifiziert aus Publikation'): Anzahl CD3 positiver Zellen pro mm? nach der DL (A) erreicht
diese an den Tagen 3 und 7 ihr Maximum. Ebenso an Tag 3 der Sham Operation (A). Die IL-1a-Injektion
(B) fiihrt nur an Tag 7 zu einem signifikanten Anstieg der CD3 positiven Firbungen, wihrend die NaCl-
Injektion (B) zu keinem signifikanten Anstieg fiihrt.

3.3.2 CD68 (Makrophagen)

Ductus Ligatur und Sham Operation

Im Vergleich zu den unbehandelten TD (Kontrolle) (32.53 Z/mm? + 12.22 Z/mm?) (Abb.
23) fanden sich nach der DL ab Tag 3 (343.20 Z/mm? + 98.04 Z/mm?, p<0.0001) ein
signifikanter Anstieg der CD68 positiven Zellen (sieche Abb. 21). An Tag 7 (366.10
Z/mm? + 131.40 Z/mm?, p<0.0001) erreichte die Anzahl der positiven Farbungen ihr
Maximum. AnschlieBend bildete sich ihre Anzahl nach der Er6ffnung der DL an Tag 7
zuriick, war aber an Tag 28 (177.60 Z/mm? + 47.14 Z/mm?, p<0.0001), dem
Endzeitpunkt, noch signifikant erhoht. Die Sham Operation fiihrte nur an Tag 3 (132.00
Z/mm? + 73.39 Z/mm?, p<0.0001) zu einem Anstieg der CD68 positiven Zellen.

IL-1a-Injektion und NaCl-Injektion

Die Zahl CD68 positiver Zellen stieg an Tag 1 (194.70 Z/mm? + 62.18 Z/mm?, p<0.0001)
und Tag 2 (185.60 Z/mm? + 39.06 Z/mm?, p<0.0001) nach der IL-la-Injektion im
Vergleich zur Kontrolle (32.53 Z/mm? + 12.22 Z/mm?) an (Abb. 23). Sie erreichte an
Tag 3 (230.10 Z/mm? + 100.40 Z/mm?, p<0.0001) ihr Maximum, wonach Tag 5 nicht
mehr signifikant erhoht war, wahrend Tag 7 (107.50 Z/mm? + 51.46 Z/mm?, p<0.0001)
wieder einen Anstieg zeigte. Die NaCl-Injektion fiihrte an Tag 1 (86.00 Z/mm? + 23.77
Z/mm?, p=0.0036), Tag 2 (164.40 Z/mm? + 59.50 Z/mm?, p<0.0001) und Tag 5 (114.40
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Z/mm? + 30.06 Z/mm?, p<0.0001) zu einem signifikanten Anstieg der CD68 positiven

Zellen gegentiber der Kontrolle, dargestellt in Abb. 22.

Abb. 21: Beispielbild der immunhistologischen Fdrbung einer TD. An Tag 3 nach DL in 100-fach
Vergrofierung, angefirbt sind CD68 positiven Zellen (roter Pfeil) welche sich im Parenchym zwischen den
Azinuszellen (blauer Pfeil) und Bindegewebe befinden (schwarzer Pfeil).
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Abb. 22: CD68 Fdrbung der TD. Bilder A-I zeigen eine unbehandelte Driise (4) sowie den Vergleich
zwischen Driisen nach DL und Sham Operation (B-E) bzw. nach IL-1 c~Injektion und NaCl-Injektion (F-I).
Alle Bilder zeigen eine 200-fach Vergroferung. Besonders viele CD68 positive Zellen sind an Tag 7 nach
DL (B) und Tag 1 nach IL-a-Injektion (F) zu sehen.
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Abb. 23 (Modifiziert aus Publikation'): Anzahl CD68 positiver Zellen pro mm?. Nach der DL (4) kam es
zu einem Anstieg der CDG68 positiven Zellen ab Tag 3 mit einem Maximum an Tag 7. Wohingegen die Sham
Operation nur an Tag 3 einen signifikanten Anstieg zeigte (4). Die IL-1o-Injektion (B) fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg an den Tagen 1, 2, 3 und 7 mit einem Maximum an Tag 3. Vergleichend lief3 die NaCl-
Injektion die Anzahl CDG68 positiver Zellen an Tag 1, 2 und 5 signifikant ansteigen.

3.3.3 CD138 (Plasmazellen)

Ductus Ligatur und Sham Operation

In den Kontrollen (1.95 £ 2.01) fanden bereits CD138 positive Zellen (Abb. 26). Nach
der DL stieg ihre Anzahl an Tag 3 (7.05 Z/mm? + 7.34 Z/mm?, p<0.0001) und Tag 7 (5.45
Z/mm? + 7.58 Z/mm?, p=0.0078) (siche Abb. 24) an. Nach der Er6ffnung der DL an Tag
7 war an den weiteren Tagen keine signifikante Steigerung der Anzahl CD138 positiver

Zellen zu beobachten. Ebenso an allen Tagen der Sham Operation.

IL-1a-Injektion und NaCl-Injektion

Weder die Injektion von IL-1a noch von NaCl fiihrten zu einer signifikanten Steigerung
der Anzahl CD138 positiver Zellen (Abb. 26) gegeniiber der Kontrolle (1.95 Z/mm? +
2.01 Z/mm?). Erkennbar ist die Firbung in Abb. 25.
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Abb. 24: Beispielbild der Immunhistologischen Féirbung einer TD. An Tag 7 nach DL in 100-fach
Vergroflerung, angefirbt sind CD138 positive Zellen (roter Pfeil) welche sich im Parenchym zwischen den
Azinuszellen (blauer Pfeil) befinden. Zudem ist auf dem Bild Bindegewebe erkennbar (schwarzer Pfeil) in
welchem sich ebenfalls CD138 positive Zellen befinden.
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Abb. 25: CD138 Firbung der TD. Bilder A-I zeigen eine unbehandelte Driise (4) sowie den Vergleich
zwischen Driisen nach DL und Sham Operation (B-E) bzw. nach IL-1 c~Injektion und NaCl-Injektion (F-I).

Alle Bilder zeigen eine 200-fach Vergrofierung. Besonders viele CD138 positive Zellen sind an Tag 7 nach
DL (B) zu sehen.
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Abb. 26 (Modifiziert aus Publikation'): Anzahl CD138 positiver Zellen pro mm’. Nach der DL (A4) steigt

die Anzahl CD138 positiver Zellen an Tag 3 und 7 an. Die restlichen Tage, sowie die Sham Operation, IL-
lo-Injektion und NaCl-Injektion fiihren zu keinem signifikanten Anstieg der CD138 positiven Zellen (B).
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4. Diskussion

Fiir das Verstindnis des Trockenen Auges und die Erforschung ist es wichtig, die
Schéadigungs- und Regenerationsprozesse in der TD besser zu verstehen. Es existieren
hierfiir bereits verschiedene Schidigungsmodelle in der Maus. Beispielsweise die
Injektion von IL-la in die TD, etabliert durch Zoukhri et al., sowie die permanente
Ligatur des Tranenausfiihrungsganges durch Liu et al.*%*, Weitere vergleichbare in vivo
Studien stammen von Lin ef al. (passagere Ligatur der TD von Kaninchen fiir 3 Tage),
Takahashi et al. (passagere DL fiir 7 Tage an Ratten) und Walker et al. (permanente DL
an Ratten) 30152,
Fiir die Erforschung neuer Therapieansitze ist es unerldsslich das hierfiir am besten
geeignete Mausmodell zu evaluieren. Es fehlt bisher eine direkte, vergleichende
Evaluation der zugrundeliegenden Entziindungs- und Regenerationsprozesse dieser
Mausmodelle. Dies ist jedoch die nétige Grundlage, um deren Nutzbarkeit zur Testung
regenerativer Behandlungen bewerten zu konnen.
In dieser Studie wurden daher die IL-1c-Injektion und die DL hinsichtlich der Schwere
der Schidigung (klinisch wie auch histologisch), der zugrundliegenden
Entziindungsreaktionen und der Fahigkeit zur anschlieBenden Geweberegeneration direkt
miteinander verglichen. Um mogliche Einfliisse des operativen Eingriffes an der TD
aufzudecken bzw. nicht mit in die Auswertung einflieBen zu lassen, wurden Sham
operierte bzw. NaCl-injizierte Tieren, neben der unbehandelten Kontrolle, als zusétzliche
Kontrollgruppen genutzt. An diesen wurde die gesamte operative Prozedur durchgefiihrt,
jedoch erfolgte anstatt der IL-1a-Injektion eine NaCl Injektion. Die DL wurde hierfiir
durch ein kurzes Manipulieren des Ductus lacrimalis durch die sogenannte Sham-OP
ersetzt.
In den bereits verdffentlichten Ergebnissen dieser Studie durch Dietrich et al. wurden die
notwendigen Eigenschaften eines Schiadigungsmodells im Hinblick auf eine Nutzung zur
Testung regenerativer Therapien folgendermaBen definiert!:

e Auftreten von klinischen Zeichen eines Trockenen Auges,

e Reproduzierbarer Schaden des TD Gewebes,

e Moglichkeit einer Regeneration der TD in vivo,

e Beurteilbare zeitlichen Abldufe der Schidigung und Regeneration,

e vergleichbarer Mechanismus der Schiddigung mit den pathologischen

Verianderungen in TD von Patienten mit der Erkrankung eines Trockenen Auges.
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Die klinische Diagnose eines Trockenen Auges hingt von einer Kombination aus
Anamnese, klinischen Symptomen und diagnostischen Tests ab. Es gibt keinen Test, der
fiir sich alleine genommen verlédsslich ein trockenes Auge diagnostizieren kann.
Weiterhin besteht bisher kein einheitlicher internationaler Konsens dariiber, welche
Kombination aus Tests genutzt werden sollten'®. Dies erschwert die Auswahl geeigneter
Tests zur Diagnostik eines experimentell induzierten Trockenen Auges im Tiermodell.
Zudem ist nicht definiert, welche Bedingungen diese Tests erfiillen miissen, um die
experimentelle Induktion eines Trockenen Auges zu bestéitigen. Zur Beurteilung im
Tiermodell sind z.B. der Schirmer Test, die Anfirbung der Augenoberfliche mit
Fluoreszein oder histologische Untersuchungen geeignet, da diese eine direkte
Vergleichbarkeit ermdglichen.

Zum Vergleich mit unseren histologischen Untersuchungen diente die physiologische
Histologie der Tranendriise, sie enthdlt bereits ortsstindige Immunzellen im
Parenchym®?. Dabei handelt es sich zu 53,9 % um Plasmazellen im Interstitium, deren
Hauptaufgabe die Synthese von IgA fiir die sekretorische Abgabe iiber die Azinus- und
Ductuszellen ist>*. Weiter finden sich zu 40,3 % T-Zellen im Interstitium, dabei handelt
es sich es sich hauptsidchlich um T-Suppressor und zytotoxische Zellen. In den priméren
Follikeln finden sich B-Zellen, welche 5,7 % der Immunzellen ausmachen, sie sind durch
Antigenprisentation und Phagozytose beteiligt an der adaptiven Immunabwehr.

Gewebsstindige Makrophagen sind auch in der gesunden TD vorhanden™.

4.1 Interleukin-1c-Injektion

Nach der Injektion mit IL-1a kommt es in dieser Studie zu einer direkten, aber passageren
Entziindung der TD. Die Injektion von IL-la fiihrt zu einem Verlust von
Tranendriisenparenchym und vitalen Azinuszellen in den folgenden zwei Tagen mit
anschlieBender Regeneration. Zeitgleich nehmen interstitielle Odeme, Fibrose sowie die
Infiltration von Immunzellen zu. Bereits ab Tag 3 bildet sich die Entziindungsreaktion
zuriick. Vergleichbare Ergebnisse wurden von Zoukhri ef al. beschrieben.

Durch Di Paolo ef al. wurde die allgemeine Entziindungsreaktion nach IL-1c-Injektion
beschrieben. Es konnte eine Aktivierung von Makrophagen im entziindeten Gewebe
durch die Injektion von IL-1-c nachgewiesen werden*’. Infolge ihrer Aktivierung
schiitten die Makrophagen Zytokine wie CXCL1, CXCL2 ((C-X-C motif) ligand 1/2) und
IL-6 aus, wodurch Myeloische Zellen rekrutiert werden und weitere Zytokine

ausschiitten. Aufgrund der Entziindungsreaktion wird das Gewebe der TD geschidigt.
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Durch den Verlust der Plasmamembran der geschidigten Zellen kommt es zur weiteren,
passiven Freisetzung von IL-1a*’. Die abgestorbenen Zellen werden im Anschluss durch
Phagozytose beseitigt werden und anschlieBend ein Regenerationsprozess beginnt. Durch
die wachsende Fldche des vitalen Driisengewebes im Rahmen der Regeneration wird die
passive IL-1a Freisetzung supprimiert und die Entziindungsreaktion retardiert. Dieser
Schéadigungsmechanismus spiegelte sich auch in unserem in vivo Modell der IL-a
Injektion wider. Es kam zunédchst an Tag 1 zu einem signifikanten Anstieg vor allem von
Granulozyten, gemessen durch den Infiltrationsscore nach H&E Firbung. Zeitgleich
zeigte sich ein Untergang von vitalen Azinuszellen an Tag 1 und 2 sowie ein Riickgang
des TD-Parenchyms. Dieser war begleitet von einer Zunahme interstitieller Odeme und
Fibrose.

Es war kein signifikanter Anstieg an CD3-positiven Zellen (T-Zellen) bis auf Tag 7 zu
detektieren. CD3 ist ein Co-Rezeptor, welcher auf T-Lymphozyten exprimiert wird,
sowohl auf zytotoxischen T-Zellen als auch auf T-Helfer Zellen?. Der Anstieg der T-
Zellen an Tag 7 ist jedoch nicht mit dem Gesamtbild der Entziindung erklérbar.
Moglicherweise handelt es sich hierbei um einen statistischen Ausrei3er, da nur eine von
drei untersuchten Driisen zu einem signifikant erhohten Wert der Gruppe fiihrte. Dies
konnte z.B. durch die geringe N-Zahl (n=3) bedingt sein.

In einer Studie von Williamson et al. zur Histologie der TD beim Trockenen Auge, wurde
beschrieben, dass vereinzelte CD138 positive Zellen (Plasmazellen) als Teil eines
gesunden Trinendriisenparenchyms vorhanden sind*. Durch Williamson et al. wird
diskutiert, dass sie keine Plasmazellen in humanen TD mehr identifizierten konnten,
nachdem die Infiltration der Lymphozyten im Rahmen eines Sjogren- bzw. Sicca-
Syndroms begonnen hatte?*. Auch in der aktuellen Studie wurden die Plasmazellen,
welche fiir die Produktion und Sekretion von Antikorpern verantwortlich sind,
Immunbhistologisch untersucht. Insgesamt wurden nur wenige Plasmazellen in der IL-1a
oder NaCl-Gruppe detektiert. Moglicherweise weist dies auf das von Williamson et al.
beschriebene Phinomen hin?’.

Die anschlieende Phagozytose zeigt sich durch die Immunfarbung von CD68 positiven
Zellen (Makrophagen) diese ist sowohl nach der IL-1a-Injektion als auch nach NaCl-
Injektion gesteigert. Dies konnte in beiden Modellen durch die Druckatrophie der
Injektion oder das Trauma der Injektionskaniile erkldrbar sein. Nach der IL-1c-Injektion

ist die Zahl der Makrophagen an Tag 1 bis 3 sowie Tag 7 signifikant erhoht. Allerdings
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kommt es auch nach der NaCl-Injektion an Tag 1, Tag 2 und Tag 5 zu einer signifikanten
Steigerung der Makrophagen.

In Betrachtung des Trinendriisenparenchyms und der Flidche vitaler Azinuszellen zeigt
sich bereits ab Tag 3 nach der IL-1a-Injektion eine spontane Regeneration. Es kommt
schlieBlich zu einer kompletten Regeneration des Tridnendriisenparenchyms und der
Flache vitaler Azinuszellen ab Tag 3. Dies steht im Gegensatz zur histologischen
Auswertung der H&E Fiarbungen nach IL-la-Injektion durch Zoukhri et al.. Hier
beschrieben die Autoren einen ausgedehnten Gewebeschaden mit Verlust von
Azinuszellen, sowie einer Entziindungsreaktion mit einem Hohepunkt zwischen Tag 1
und Tag 7. AnschlieBend lieBen das Odem, die Entziindungsreaktion und die Zahl der
infiltrierenden Immunzellen zwischen Tag 7 und Tag 13 nach. Das histologische Bild war
anschlieBend wieder vergleichbar mit dem der Kontrollgruppe®, in der aktuellen Studie
war die Entziindungsreaktion bereits an Tag 2 nicht mehr signifikant erhdht.

In beiden Studien wurde die gleiche Menge und Konzentration von IL-1a injiziert. Eine
mogliche Ursache fiir die Unterschiede konnte in der Verwendung von rekombinantem
humanem IL-1a in der Studie von Zoukhri et al. liegen, wihrend in der aktuellen Studie
murines rekombinantes IL-1a verwendet wurde. Mdoglicherweise bedingt das murine
IL-1ae eine kiirzere Entziindungsreaktion mit weniger Gewebeschiddigung im
Mausmodell. In der Studie von Zoukhri et al. waren zudem die weiblichen Tiere 10-12
Wochen alt, wihrend unsere minnlichen Tiere 8-10 Wochen alt waren*’. Unter
Umstidnden sind ein besser ausgeprigtes Immunsystem der dlteren Tiere oder bessere
Regenerationsmechanismen  der  jiingeren Tiere fiir diesen Unterschiede
verantwortlich>®>7. Moglich wire auch, dass der Geschlechtsunterschied verantwortlich
fiir die stirkere Entziindung bei den Weibchen ist. Diese Erkenntnis ist aus der Atiologie
des Trockenen Auges bereits bekannt und deckt sich mit den Ergebnissen von Sullivan et
al., in denen eine Entziindung der TD bei weiblichen Médusen durch Androgentherapie

8,15,58

verringert werden konnte . Dies wird bereits als weiterer Ansatz zur Entwicklung

eines Mausmodelles des Trockenen Auges erforscht>”.

Die immunhistologischen Erkenntnisse der aktuellen Studie decken sich mit den
Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen. Es konnte z.B. auch durch Hawley et al. wie in
der aktuellen Studie eine Immunzellinfiltration in die TD nach IL-1ca-Injektion gezeigt
werden®. Die infiltrierenden Immunzellen konnten durch Hawley ef al. und in der

vorliegenden Studie vor allem als neutrophile Granulozyten identifiziert werden, die

Identifizierung erfolgte anhand des segmentierten Zellkerns. Die Immunzellinfiltration
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fand sich in der Studie von Hawley et al. kurz nach der IL-1a-Injektion an den Tagen
1 - 3, wihrend sie in der aktuellen Studie nur an Tag 1 nachweisbar war®. Ob es sich bei
dem durch Hawley et al. genutzten IL-1o um humanes oder murines IL-1¢ handelt, wird
durch die Autoren nicht angegeben®.

Klinisch wurden die Immunprozesse nach IL-1a-Injektion durch den Schirmer-Test und
das Oxford Grading untersucht. Der Schirmer-Test konnte in diesem Mausmodell
aufgrund einer zu geringen basalen Trinensekretion der Mauslinie nicht ausgewertet
werden, hierzu folgt ein eigener Absatz. Das Oxford Grading der Fluoreszeinfarbung der
Augenoberfldche folgt nach der IL-1a-Injektion dem bisherigen Muster der Entziindung.
Es zeigte sich an Tag 1 und Tag 2 eine Schidigung der kornealen Epithelzellen, welche
sich anschlieend regenerierte. Allerdings zeigte sich auch an Tag 1 und 3 nach der NaCl-
Injektion ein erhohtes Oxford Grading. Die Schiden an Tag 1 nach IL-lca-Injektion
scheinen daher eher durch die Operationen selbst bedingt sein. Hierbei konnte die
Applikation von Salbe, welche das Auge vor dem Austrocknen schiitzen soll, ursdchlich
sein. Die Tiere pflegen die Augen postoperativ intensiv, um die Salbe zu entfernen. In
allen vier Gruppen kommt es zudem an Tag 3 zu einer signifikanten Schidigung der
kornealen Epithelzellen, dies ist der klassische Zeitpunkt flir Jucken in der
Proliferationsphase der Wundheilung®'. Folglich kénnte auch eine Reaktion der Tiere,
durch die anatomische Ndhe zum Operationsgebiet, einen mechanischen Schaden
verursacht haben. Ebenso konnte der Schaden durch den perioperativen Stress verursacht
sein, da Stress eine bekannte Ursache des Trockenen Auges im Tiermodell isté?,
Zoukhri et al. konnten zusétzlich zeigen, dass durch die Gabe von proinflammatorischen
Zytokinen (wie z.B. IL-1a) die neuronal gesteuerte Sekretion der TD inhibiert wird®?.
Die neuronale Innervation der entzindeten TD war zwar intakt, der
Sekretionsmechanismus war jedoch behindert, da kein ACh freigesetzt wurde®. Es ist
also davon auszugehen, dass die Entziindungsreaktion nach der IL-1a-Injektion die
parasympathische Steuerung der TD durch eine verminderte ACh Freisetzung herabsetzt.
Auch dieser Mechanismus kdnnte durch verminderte Tranensekretion zu einer Erhohung

des Oxford Gradings gefiihrt haben.

4.2 Ductus Ligatur
Die Ligatur des Ductus lacrimalis fiir 7 Tage fiihrte ab Tag 3 zu einer Entziindung, welche
bis Tag 28 persistierte. Dies zeigte sich im Verlust von Trianendriisenparenchym und

vitalen Azinuszellen sowie Zunahme von interstitiellen Odemen, Fibrose und
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Immunczellinfiltration iiber den gesamten Beobachtungszeitraum von 28 Tagen. Es war
eine spontane Regeneration des Trianendriisenparenchyms ab Tag 14, 7 Tage nach der
Eroffnung der Ligatur zu beobachten. Eine Schddigung der kornealen Epithelzellen war
nur an Tag 7 nach DL nachweisbar.

Es ist davon auszugehen, dass die Apoptose nach DL durch die Fliissigkeitsaufstauung
im Gewebe und einsetzender Druckatrophie hervorgerufen wird. Dies wird durch die
Beobachtung eines signifikanten Anstiegs von Caspase-3 Zellen in der Studie von
Dietrich et al. gestiitzt'#%3!°2, Diese Beobachtung deckt sich auch mit den Ergebnissen
von Liu et al., die nach der DL einen Anstieg TUNEL-positiver Zellen detektierten*S.
Durch die Druckatrophie kommt es zu einer Entziindungsreaktion, welche sich durch eine
vermehrte Immunzellinfiltration, interstitielles Odem und Fibrosen zeigt. In Folge der
Entziindungsreaktion kommt es wiederum zu einem Umbau des TD-Gewebes und die
Gesamtfliche der TD verkleinert sich. Gleichzeitig kommt es zu einem Verlust von
vitalem Driisengewebe und die kornealen Epithelzellen werden begleitend geschadigt. Im
Anschluss an diesen Prozess werden die Zellreste durch Phagozytose abgebaut und es
beginnt ein Regenerationsprozess. Dieser Ablauf spiegelt sich in unseren Ergebnissen der
DL wider, zudem fiigen sich die Erkenntnisse gut in das Bild bisheriger Studien mit
Ligatur des Ausfiihrungsganges ein*¢>!>2, Es konnte nach der Ligatur des Ductus
lacrimalis ebenfalls einen Verlust von Trénendriisenparenchym nachgewiesen werden,
wie z.B. bei dem Mausmodell von Liu et al. und dem Kaninchenmodell von Lin et al.*->°,
Ahnliche Ergebnisse wurden bei Ratten nach Schiidigung der Speicheldriise durch
Takahashi et al. sowie Walker et al. beobachtet’!-2,

In der Studie von Liu et al. wurden wie in der vorliegenden Studie, die H&E-Farbung der
Azinuszellen und die infiltrierenden Entziindungszellen beurteilt. Es zeigte sich bei Liu
et al. eine starke Entziindung mit Infiltration von Immunzellen an Tag 3 postoperativ,
gleichzeitig nahm die Zahl der vitalen Azinuszellen signifikant ab*. Diese Ergebnisse
zeigten sich analog auch in der vorliegenden Studie. Zudem wurde an Tag 7 ein Minimum
an Azinuszellen beschrieben, sowohl bei Liu et al. als auch in den vorliegenden
Ergebnissen®.

Mit Beginn des Regenerationsprozesses ab Tag 14 weichen die von Liu ef al. erzielten
Ergebnisse nach DL von der aktuellen Studie ab*. Liu et al. beschrieben eine fast
vollstindige Abwesenheit von Azinuszellen. Im Vergleich dazu konnte in der
vorliegenden Studie, nach der Er6ffnung der DL, im zeitlichen Verlauf eine Riickkehr

der Azinusstrukturen und eine Reduktion der Entziindung beobachtet werden. Dieser
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Unterschied konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass durch Liu et al. die DL vor
Entnahme der Driisen an Tag 3, 7 und 14 nicht eroffnet wurde*. Dadurch gab es bei Liu
et al. keine Regenerationsphase der TD vor deren Entnahme, wihrend in der aktuellen
Studie zum Entnahmezeitpunkt der TD an Tag 14 bereits 7 Tage zur moglichen
Regeneration der TD vergangen waren*®, Zudem nutzten Liu ez al. als Kontrolldriise die
linke Driise des behandelten Tieres*. Allerdings neigen die unbehandelten,
kontralateralen Driisen zur kompensatorischen Hypertrophie durch Zunahme von
Ductus- und Azinuszellen®?. Sie stellen daher moglicherweise keine geeignete Kontrolle
fiir Schadigungsmodelle der TD dar. Bei den Kaninchen von Lin ef al. wurde die DL nach
30 Tagen wieder erdffnet, als Kontrolle dienten die TD unbehandelter Tiere®’. Hierdurch
ist hinsichtlich der Kontrollen ein direkter Vergleich mit unseren Ergebnissen moglich.
Es zeigt sich, dass sich bei Lin et al. die GroBe der Driise bis Tag 7 nach Eroffnung der
DL verringert, gefolgt von einer einsetzenden Regeneration®’. Zeitgleich kommt es zu
einer verminderten Trinensekretion und der Proliferation von gangartigen Strukturen™.
Die Trénensekretion ldsst sich aufgrund unseres nicht auswertbaren Schirmer-Tests nicht
vergleichen, es kam jedoch ab Tag 7 nach DL in der aktuellen Studie ebenfalls zur
Ausbildung Gangartiger Strukturen. Im Anschluss an die DL durch Lin et al. reduzierte
sich das Gewicht der Driisen bis Tag 7 und Tag 10 nach Er6ffnung der DL auf ca. 50 %°.
Dies ist nahezu identisch mit der von uns beobachteten Abnahme des Parenchyms an Tag
7 und Tag 14, allerdings scheint die Verkleinerung der Driise nach Ligatur bei Lin ef al.
langer anzuhalten. Wihrend in der aktuellen Studie die Gré8enzunahme der TD 7 Tage
nach Eréffnung der DL (Tag 14) einsetzt, dauert es bei Lin ef al. 20 Tage bis zur
Regeneration. Allerdings hdlt der Gewebeverlust in der aktuellen Studie iiber den
gesamten Untersuchungszeitraum an, vergleichend ist bei Lin et al. die TD nach 30 Tagen
nach Eroffnung wieder zur KontrollgroBBe zuriickgekehrt. Dieser Unterschied kann auf
den kiirzeren Beobachtungszeitraum in der aktuellen Studie zurilickzufiihren sein.
Unterschiede in den Ergebnissen beider Studien konnen auch durch die verschiedenen
Spezies begriindet sein, da die Geweberegeneration bei Kaninchen und Méusen nicht

identisch verlduft und die GesamtgroBe der Driisen massiv unterschiedlich ist%.

Durch Takahashi et al. wurden die DL an Rattenspeicheldriisen nach 7 Tagen entfernt’!.
Es zeigte sich eine komplette Abwesenheit von Azinuszellen an Tag 1 und erst an Tag 3
nach Eroffnung waren erste Azinuszellen erkennbar, das Driisengewebe war zudem von
fibrotischen Strangen durchzogen. Die Azinuszellen ndherten sich ab Tag 5 den

Kontrollen an, es dauerte noch bis Tag 10, bis kein Unterschied mehr zur Kontrolle
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erkennbar war. Dieses Schiadigungsmuster ist vergleichbar mit der aktuellen Studie, die
Azinuszellen waren hier an Tag 7 nahezu inapparent. Ebenso waren ab Tag 3 ausgeprigte
Fibrosen in der TD erkennbar, diese waren bis Tag 21 préasent. Die Azinuszellen waren
bis zum letzten Untersuchungszeitpunkt in der aktuellen Studie deutlich vermindert. Das
Gewicht der Speicheldriisen bei Takahashi ef al. war nur bis Tag 7 nach Eroffnung der
DL reduziert, in der aktuellen Studie ist die Grofle der TD bis einschlieBlich des letzten
Untersuchungszeitpunktes an Tag 28 reduziert. Diese Unterschiede kdnnen auf die
Unterschiedlichen Driisengewebe und Spezies zuriickzufiihren sein.

Die Verianderung der Driisenstruktur durch Ligatur konnte bereits durch Walker et al. an
Rattenspeicheldriisen gezeigt werden®2. Sie beobachteten nach der Ligatur einen
Untergang der sekretorischen Azinuszellen durch Apoptose innerhalb von 5 Tagen nach
der Ligatur. AnschlieBend kam es nach 4 Wochen zum Untergang der Schaltstiicke bis
nur noch die Streifenstiicke des Ausfiihrungsganges verblieben, welche durch
Bindegewebe separiert waren®>, Ahnliche Ergebnisse wurden durch Takahashi et al.
ebenfalls an Speicheldriisen von Ratten erzielt’!. An TD konnten, wie eben geschildert,
dhnliche Ergebnisse in der aktuellen Studie sowie durch Lin ef al. gezeigt werden.
Analog zu der IL-1a-Injektion wurden bei der DL die beteiligten Immunzellen niher
untersucht, um einen tieferen Einblick in die vorliegenden Entzlindungsprozesse zu
erhalten und beide Modelle vergleichen zu konnen.

In den Auswertungen nach DL in der aktuellen Studie zeigte sich ein signifikanter
Anstieg von T-Zellen, der im Verlauf nach Eroffnung der Ligatur progressiv abnahm.
Der Anstieg T-Zellen ist durch die Entziindungsreaktion nach der durch die DL
verursachte Apoptose erkldrbar. Durch Matsumoto et al. konnte gezeigt werden, dass
T-Zellen bei Patienten mit durch Sjogren-Syndrom verursachtem DED prominent
exprimiert werden®. Sie beschrieben eine Infiltration von T- Zellen in die TD von
Patienten mit Sjogren Syndrom. Die nachgewiesene, erhdhte Prisenz von T-Zellen im
untersuchten Tiermodell legt somit nahe, dass dieses Modell in den klinischen
Parametern denen einer chronischer Entziindungen der TD dhnlich ist.

Die Zahl der Plasmazellen erhohte sich signifikant an den Tagen 3 und 7 nach DL, analog
konnte bereits an anderen Mausmodellen des Trockenen Auges durch Li et al. eine
Zunahme von B-Zellen nachgewiesen werden®®. In der aktuellen Studie wurden die
Plasmazellen unmittelbar nach der DL nachgewiesen, was auf eine direkte Beteiligung
an der vorliegenden Entziindungsreaktion schlieBen ldsst. Es bleibt offen, warum die

Plasmazellen nach der DL vermehrt nachweisbar sind wihrend nach der IL-1a-Injektion
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keine Zunahme im Gewebe zu beobachten war. Mdglicherweise weist die vermehrte
Anwesenheit der Plasmazellen auf eine Fremdkorperreaktion hin, denn an den Tagen 3
und 7 lag die DL an das TD-Gewebe an. Folglich konnte die Abwesenheit der
Plasmazellen ab Tag 14 nach DL auch auf das von Williamson et al. beschriebene
Phidnomen im Rahmen einer chronische Entziindung hinweisen®’.

Die Phagozytose durch Makrophagen war ebenfalls in der Immunhistologie nachweisbar.
In den Experimenten der aktuellen Studie zeigte sich nach der DL ein Maximum der
Infiltration von Makrophagen an Tag 7. Alle weiteren untersuchten Zeitpunkte nach DL
wiesen ebenfalls eine signifikant erhhte Anzahl an Makrophagen auf, wéhrend sich nach
der Sham-Operation nur an Tag 3 eine signifikante Erhdhung der Makrophagenanzahl
zeigte. Die Phagozytose im Rahmen einer Entziindungsreaktion ldsst sich gut mit dem
histologischen Gesamtbild aus der Messung der Gesamtdriisenfliche und vitaler
Azinuszellen assoziieren. Denn an Tag 7 nach DL finden sich die geringste
Gesamtdriisenfliche und vitalen Azinuszellen zeitgleich mit dem Maximalwert der
Makrophagen. Dies konnte auf eine Phagozytose der Zellreste untergegangener
Azinuszellen hindeuten. Gestiitzt wird dies dadurch, dass sich nach der Sham-Operation
nur an Tag 3 eine erhohte Makrophagen-Prisenz nachweisen lie. Der Schaden der
Operation ohne DL verursachte auch hier einen Zellverlust, welcher jedoch minimal war
und nicht anhielt.

Die klinische Abbildung der Entziindungsreaktion war erschwert, denn der durchgefiihrte
Schirmer-Test konnte nicht ausgewertet werden. Diese Problematik wird in einem
folgenden Absatz behandelt. Es verblieb das Oxford Grading als zweiter klinischer
Parameter, dieses war nach DL an Tag 3 und Tag 7 erhdht, allerdings stieg es auch an
Tag 3 nach der Sham Operation signifikant an. Der Schaden des kornealen Epithels nach
DL an Tag 3 und Tag 7 deckt sich mit dem Vorhandensein der DL, er kann daher durch
einen Mangel an Tranenfliissigkeit hervorgerufen sein. Wobei das gesteigerte Oxford
Grading an Tag 3 nach DL und Sham, wie nach der IL-1a-Injektion, auch durch eine
intensivierte Pflege der Tiere postoperativ erkldrt werden kann. Zusammenfassend fiigen
sich die Ergebnisse zur DL der aktuellen Studie gut in die bisherigen Ergebnisse anderer

Arbeitsgruppen zur Entwicklung eines Mausmodells mit trockenem Auge ein.

4.3 Vergleich der Entziindungsreaktion beider Modelle
Da es sich beim DED um eine chronische Entziindungsreaktion handelt, ist es wichtig die

Ergebnisse dieser Studie im Vergleich zwischen akuter und chronischer
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Entziindungsreaktion zu betrachten. Im Rahmen chronischer Entziindungen setzt sich die
Vasodilatation der akuten Entziindung fort, wodurch vermehrt Neutrophile in das
Gewebe infiltrieren. Allerdings werden die kurzlebigen Neutrophilen im Verlauf der
chronifizierenden Entziindungsreaktion durch Makrophagen und Lymphozyten ersetzt.
Der Beginn der chronischen Entziindungskreation ist daher histologisch an der
Infiltration von Makrophagen, Lymphozyten und Plasmazellen erkennbar. Durch das
Ausschiitten von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, tragen sie zur Persistenz der
Entziindungsreaktion und Fibrose des Parenchyms bei. Durch eine chronische
Entziindungsreaktion wird zudem die Wundheilung verzogert.67-68-69.70

Im Vergleich der beiden Schidigungsmodelle erfiillt die DL die Eigenschaften einer
chronischen Entziindung besser als die IL-la-Injektion. Die Charakterisierung der
infiltrierenden Immunzellen erbrachte den Nachweis von vermehrten Lymphozyten,
Makrophagen und Plasmazellen nach der DL. Dem gegeniiber stehen lediglich erhdhte
Makrophagen nach der IL-1a-Injektion. Welche jedoch nach der IL-1a-Injektion im
Vergleich mit der DL-Gruppe in geringerer Zahl in das Gewebe infiltrieren. Dies kann
auf dem groBeren Gewebeschaden beruhen, welcher nachweislich durch die DL
hervorgerufen wird. Auch klinisch lassen sich diese Ergebnisse gut einordnen, denn bei
Patienten mit Sjogren-Syndrom korreliert die Anzahl der Makrophagen in den kleinen
Speicheldriisen mit dem Grad der Entziindung’!.

Korrelierend dazu persistierte die Reduzierung der Azinuszellen nach DL, wahrend sich
die Azinuszellen nach IL-1ca-Injektion ab Tag 3 vollstindig regenerierten. Es besteht ein
signifikanter Unterschied in der Fliche vitaler Azinuszellen zwischen Tag 7 nach
IL-la-Injektion und Tag 28 nach DL. Zeitgleich regenerierte sich die Fliche des TD-
Parenchyms nach IL-la-Injektion komplett und nach DL nahezu komplett. Dieser
Unterschied kann ein Hinweis auf eine fibrotische Verdnderung der TD nach DL sein,
dies zeigte sich auch in unseren histologischen Untersuchungen. Bis Tag 14 (7 Tage nach
Erdffnung der DL) war ein starkes interstitielles Odem, Fibrose, Immunzellinfiltration
und ein deutlicher Verlust der Azinusstruktur erkennbar. Ein Riickgang dieser
Entziindungszeichen war erst ab Tag 21 nach DL erkennbar. Diese Hinweise lassen auf
eine chronische Entziindungsreaktion nach DL schlieBen. Eine solche fiigt sich gut in die
klinischen Erkenntnisse zum DED ein, die chronische Entziindung wurde bereits als
Genese von Obstruktionen der Ausfithrungsginge und daraus resultierendem DED

postuliert’?.
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Durch die IL-1ca-Injektion scheint es zu einer akuten Entziindungsreaktion zu kommen,
da auBler den Makrophagen keine Immunzellen einer chronischen Entziindung préisent
sind. Die Verdnderungen des TD-Parenchyms sind zudem transient und es scheint kein
fibrotischer Umbau statt zu finden.

Auch Hinsichtlich der von Dietrich et al. definierten notwendigen Eigenschaften eines
Schadigungsmodells, liegt die DL niher an der Klinik der chronischen Erkrankung des
Trockenen Auges als die IL-1a-Injektion!. Die klinischen Zeichen des DED sind in
beiden Modellen nur an einem Zeitpunkt erhdht. Reproduzierbar ist die Schidigung in
beiden Schiadigungsmodellen, genauso ist die Regeneration der TD ist in beiden
Modellen gegeben. Sie dauert jedoch nach der DL deutlich ldnger an als nach der IL-1a-
Injektion. Zudem ist die TD auch nach der deutlich lingeren Regenerationsphase von 28
Tagen nach DL nicht komplett regeneriert, wihrend nach IL-1a-Injektion bereits nach 3
Tagen kein signifikanter Unterschied mehr zur Kontrolle besteht. Diese deutlich
verlangerte und inkomplette Regeneration nach DL bietet den Vorteil, dass sich die
Regeneration durch mogliche Therapieansidtze besser darstellt und sich die
pathologischen Prozesse in dem ldngeren Untersuchungsintervall besser erforschen
lassen. Zudem bildet die DL als Modell mit chronischer Entziindung der TD das DED im
Tiermodell besser ab. Der Pathomechanismus nach der DL ist zudem vergleichbar mit
dem von Patienten mit einem DED%>7!,

Aus diesen Griinden erscheint die DL als das bessere Modell zur Erforschung der
Dynamik der Schidigung und Regeneration und damit als Grundlage fiir die Entwicklung
neuer regenerativer Therapien des Trockenen Auges. Die Schadigung durch IL-1a findet

ihren Platz eher bei der Untersuchung von akuten Entziindungsprozessen der TD.

4.4 Schirmer Test

Der Schirmer Test wurde sowohl von Zoukhri ef al. als von Liu et al. zur Messung des
Tranenflusses angewendet*®*6. Der Test wurde mittels phenolrot-imprégnierter
Wollfaden (Cotton Threads) durchgefiihrt. Die Messung wurde sowohl vor der Induktion
des Trockenen Auges als auch nach der jeweiligen Schidigung implementiert. Es zeigte
sich in unserer Studie, dass bereits die basale Tranensekretion nicht messbar war. Der
angefirbte Bereich des Wollfadens spiegelte lediglich den Bereich wider, welcher sich
im Augenlid befand. Aufgrund der nicht messbaren Tridnensekretion konnten fiir den
Schirmer Test keine Ergebnisse generiert werden. Gegensatzlich zu unseren Versuchen

konnten Zoukhri et al. eine basale Tranensekretion in beiden (weiblichen) Mausstimmen
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messen und auch nach experimenteller Schiadigung durch IL1-a einen Zusammenhang
zwischen Experiment und Trinensekretion bestimmen®, Hier zeigte sich nach IL-1a
Injektion eine transiente Abnahme der Trianensekretion mit Regeneration nach 7 Tagen
(BALB/c) bzw. 13 Tagen (C57BL6/J). Die durch Liu ef al. an minnlichen C57BL/6Jcl
Maiusen gemessene Trinenproduktion zeigte ein anderes Muster, hier liel die
Tranensekretion nach der Schiadigung durch die DL an allen weiteren Tagen nach und
blieb bis zum Ende des Versuches an Tag 14 vermindert.

Griinde fiir die unterschiedlichen Resultate konnten zum einen das unterschiedliche
Mausgeschlecht sein, da Zoukhri et al. weibliche C57BL6/J verwendet, wohingegen in
der aktuellen Studie ménnliche Tiere verwendet wurden. Dariiber hinaus kdnnte die Wahl
der Wollfiden eine Rolle spielen. In unserer Studie wurden die Faden von Tianjin
Jingming NewTechnological Development Co. Ltd verwendet, wohingegen Liu et al. und

Zoukhri et al. Fdden von Zone quick, FCI ophthalmics verwendeten.
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5. Ausblick

Die Erkenntnisse dieser Arbeit liefern einen Beitrag zum Verstédndnis des DED. Durch
die Nutzung eines passenden Schiadigungsmodells, konnen potentielle neue
Therapieoptionen fiir Patienten mit dem Syndrom des schweren Trockenen Auges
umfassend erforscht werden und neuartige Therapieoptionen zur kurativen Behandlung
untersucht werden.

Die Regeneration der TD nach einer Schiadigung scheint moglich. Zudem wurden durch
Zoukhri et al. und Dietrich ef al. nach Schadigung der TD Mesenchymale Stammzellen

in der TD nachgewiesen'#’.

Die Entziindungsreaktion spielt mutmaBlich eine
entscheidende Rolle bei der Regeneration, da eine Verbindung zwischen der Schwere des
Gewebeschadens und der Menge an MSC nachgewiesen werden konnte!.

Die Aktivierung und Rekrutierung von MSC erfolgt durch das Ausschiitten von
Zytokinen aus Immunzellen®. Diese Aktivierung fiihrt zur Produktion von
immunregulatorischen und trophischen Faktoren durch die MSC. Die Entziindung des
Gewebes ist also eine Voraussetzung fiir die MSC-bedingte Regeneration. Je nachdem
ob es sich um eine akute oder chronische Entziindung handelt, unterstiitzen die MSC eher
die Regeneration des geschidigten Gewebes oder erhalten eine chronische
Entziindungsreaktion aufrecht. Letzteres fiihrt letztlich zu einem fibrotischen Umbau des
Gewebes®. Die Wahl eines Mausmodelles mit passender Entziindungsreaktion spielt also
eine wichtige Rolle fiir die weitere Forschung zur MSC unterstiitzten Regeneration. Die
neuen Erkenntnisse iiber die Rolle der MSC bietet eine vielversprechende Therapieoption
zur Regeneration des funktionellen Restgewebes der TD.

Die MSC sind durch ihre fehlende Antigen-Présentierung gut fiir eine allogene
Transplantation geeignet und zeigten in weiteren Studien bereits Erfolge in der

Regeneration der TD?>73,
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