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Zusammenfassung

Die limbalen epithelialen Stammzellen (limbal epithelial stem cells, LESC) stellen die
einzige Regenerationsquelle des Hornhautepithels dar. Sie befinden sich im Limbus,
einer Stammzellnische am korneokonjunktivalen Ubergang. Kommt es zu einem Ver-
sagen dieser Stammzellen (limbale Stammzellinsuffizienz), reichen die klinischen Fol-
gen von Uberwachsung der Hornhaut mit Bindehautepithel, Pannus-Bildung und der
Entwicklung von Hornhautulzera bis zu einer moglichen Erblindung. Die therapeuti-
schen Optionen bei einer vollstandigen bilateralen Limbusinsuffizienz bestehen aus al-
logenen Limbus-Transplantationen, der allogenen Limbokeratoplastik sowie der Trans-
plantation von ex-vivo kultivierten LESC auf eine Tragermatrix. Als Tragermatrix dienen
aktuell am haufigsten Amnionmembranen sowie Fibrin-Matrices oder Kollagen-
schwamme. Die TransplantatabstoRung durch immunologische Prozesse stellt den
haufigsten Grund eines Therapieversagens dar, ebenfalls beeinflusst die Ausdifferen-
zierung der Stammzellen nach Expansion das Ergebnis der Therapie negativ. Die vor-
liegende Arbeit fokussiert sich auf das Erforschen einer alternativen Tragermatrix, wel-
che die LESC physiologisch reguliert und ihren Phanotyp erhalten soll, gleichzeitig aber
nur ein geringes, bis kein immunologisches Potential aufweist. Dafur wurden der hu-
mane und porcine Limbus dezellularisiert, mit ex-vivo kultivierten humanen LESC re-
epithelialisiert und die LESC mittels Proliferationsassay, immunhistochemischen Far-
bungen und quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion analysiert. Es zeigte sich,
dass die Expansion von LESC auf dezellularisiertem humanen und porcinen Limbus
maoglich ist, wobei eine Expansion auf humanem Limbus erfolgreicher war als auf dem
porcinen Limbus. Es bildete sich ein mehrschichtiges Epithel aus, welches Uber drei
Wochen erhalten blieb. Der Limbus bewahrte zudem die Stammzelleigenschaften der
Zellen wahrend der gesamten Versuchsdauer. Zusatzlich zeigte sich, dass sich die Zel-
len auf beiden Konstrukten vergleichbar zur Kontrolle vermehrten. Aus diesen Ergeb-
nissen lasst sich schlussfolgern, dass sowohl der humane als auch der porcine dezel-
lularisierte Limbus eine potentielle Tragermatrix fur die ex-vivo Expansion und Trans-
plantation von LESC darstellen, welche zur Therapie einer bilateralen Limbusinsuffizi-
enz genutzt werden kdnnten. In zukinftigen Studien sollten die vorliegenden Ergeb-
nisse in Tierversuchen verifiziert werden, um die Nutzung als mdgliche Therapie wei-

tergehend zu erforschen.



Abstract

The limbal epithelial stem cells (LESC) are the main source of regeneration of the
corneal epithelium. They are located in the limbus, a stem cell niche at the
corneoconjunctival junction. The clinical consequences of stem cell loss or failure
(limbal stem cell insufficiency) range from neovascularization and corneal erosion to
blindness. The therapeutic options for bilateral limbal insufficiency comprise allogenic
limbus transplantation, allogeneic limbokeratoplasty or the transplantation of allogeneic
ex-vivo matrix-cultured LESC. To date, the most frequently used carrier constructs are
amniotic membranes, but also fibrin-matrices or collagen sponges are used. Graft
rejection due to immunological processes is one of the most common reasons for
therapy failure. Additionally, the differentiation of stem cells after expansion also
influences the outcome of the therapy negatively. This work focuses on the investigation
of a new carrier matrix that can regulate the LESC physiologically and can maintain
their stem cell phenotype, but at the same time has a low or no immunological potential.
Therefore, human and porcine limbus were decellularized and re-epithelialized with ex-
vivo cultivated human LESC. After that the stem cells were analyzed by proliferation
assays, immunohistochemical staining and real-time quantitative polymerase chain re-
action. It was shown that it is possible to expand LESC on decellularized human and
porcine limbus with the human limbus showing a higher success rate than the porcine
limbus during expansion. A multilayered epithelium formed that was stable for up to
three weeks. The limbus preserved the stem cell properties for three weeks and the
proliferation potential was preserved on the corneal tissue. In addition, cells on both
constructs were shown to proliferate comparably to the control. Both the human and
porcine decellularized limbus seem to represent a possible carrier matrix for the ex-vivo
expansion of LESC, which could be transplanted for the treatment of bilateral limbal
insufficiency. In future studies, in vivo experiments are necessary in order to evaluate

its full potential as a carrier matrix.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Qualitat unseres Sehens bestimmt unser Leben. Eine gesunde Kornea ist dabei un-
abdingbar fur einen guten Visus. Die Kornea besteht aus dem auf3en liegenden Epithel
mit der darunterliegenden Bowman-Membran, dem kornealen Stroma, sowie der Desce-
met-Membran mit dem innen liegenden Endothel [1]. Eine wichtige Aufgabe der Kornea
ist die Lichtbrechung, so macht sie mit circa +43 Dioptrien (dpt) zwei Drittel der Gesamt-
brechkraft des Auges (+60 dpt) aus [1]. Das korneale Epithel ist dabei essentiell fur die
Transparenz der Hornhaut [2]. Zusatzlich schitzt es die Hornhaut vor Pathogenen und hat
einen positiven Effekt auf korneale Nerven, weswegen es fir die gesamte Integritat der

Hornhaut verantwortlich ist [3].

Das korneale Epithel gehort zu den sich am schnellsten regenerierenden Epithelien des
Korpers; innerhalb von ein bis zwei Wochen kommt es zu einer vollstandigen Erneuerung
[2]. Diese effiziente Regeneration gewahrleistet ein funktionstlichtiges Gewebe. Als ein-
zige Regenerationsquelle des Epithels dienen die limbalen epithelialen Stammzellen (/im-
bal epithelial stem cells, LESC), die sich im Limbus befinden [4-7]. Dieser ist eine anato-
mische und strukturelle Grenze zwischen Kornea und Konjunktiva und bildet die Stamm-
zellnische der LESC (Abb.1).

1.1 Anatomischer Aufbau des Limbus

Der Limbus ist eine komplexe anatomische Struktur mit einer spezialisierten Mikroumge-
bung, bestehend aus zellularen und extrazellularen Anteilen (Abb. 2). Dieses Mikromilieu
ermdglicht einen engen Kontakt und Zell-Zell-Interaktionen zwischen LESC und Nischen-
faktoren wie Stromazellen, Blutgefaflen und Nerven, wodurch eine Differenzierung der
Stammzellen verhindert wird [8-11]. In der Extrazellularmatrix findet sich eine hohe Kon-
zentration von Melanozyten, limbalen Fibroblasten und Immunzellen, bestehend aus
Langerhans Zellen, Lymphozyten und Makrophagen [11, 12]. Dabei erfiillt jede Kompo-
nente eine eigene wichtige Aufgabe; so dienen beispielsweise die Melanozyten dem
Schutz vor UV-Strahlung und den dadurch entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies,

wahrend die limbalen Fibroblasten fur die LESC-Adhasion zustandig sind [8].
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Lokalisation und schematische Darstellung des Limbus corneae

CONJUNCTIVA LiMBUS CORMNEA

Y
I

MC = TDC: Terminal differentialed cells

BV | a2 PMC: Post mitotic cells

i M: Melanocytes & [TAC: Late transient amplifying cells
w LC; Langerhan's cells ¢TAC: Early transient amplifying cells
= BM: Basement membrane SC. Stem cells

@ N: Nerve = MC: Mesanchymal calls

® BY: Bood vessels BO: Bowman's membrane

Abb. 1: Lokalisation des Limbus | Abb. 2: Aufbau des Limbus, seine Struktur und die Mikroumge-
im Auge. bung. (Abbildung aus [13]; mit freundlicher Genehmigung von
Springer Nature, Lizenznummer 4995831280107, Licensed Con-
tent Title ,Niche regulation of corneal epithelial stem cells at the
limbus®, Licensed Content Author Wei Li et al.)

Ein weiterer Einflussfaktor bei der Regulation der Stammzellen ist die Basalmembran.
Durch sie wird das Vorkommen von spezifischen Wachstumsfaktoren sowie von Zytokinen
beeinflusst, welche die Stammzellen fir den Erhalt ihrer Eigenschaften benétigen [14]. Zu
diesen Wachstumsfaktoren gehéren unter anderem der Epidermale Wachstumsfaktor
(EGF), der Nervenwachstumsfaktor, der Keratinozyten-Wachstumsfaktor, sowie Zytokine
wie Interleukin-6, die an Rezeptoren auf der Oberflache der LESC binden und wirken [9].
Unterhalb der Basalmembran befinden sich zahlreiche BlutgefalRe, wodurch sich der Lim-
bus von der avaskularen Kornea unterscheidet [8]. Die starke Vaskularisation sichert eine
ausreichende Versorgung der LESC mit Sauerstoff, Zytokinen, Wachstumsfaktoren und
weiteren Nahrstoffen [15]. Durch hereinragende Stromapapillen und eine Fenestrierung
der Basalmembran ist eine enge Interaktion mit umgebenden Stromazellen gewahrleistet
[8, 9.

Die LESC befinden sich im Limbus in einem Kryptenrelief, den sogenannten Vogt-Palisa-
den (Abb. 3) [8]. Dies sind zapfenférmige, radial entlang des Limbus ausgerichtete
Stromapapillen [16]. Die Lage in den Krypten dient dem Schutz vor mechanischer Belas-
tung (Scherkrafte) [9, 15] sowie vor externen Schadigungen, da schadliche Substanzen
erst in die Krypten eindringen muissen, bevor die Stammzellen erreicht werden [8, 9]. Beim

Menschen befinden sich in den durch das Ober- und Unterlid geschiitzten superioren und
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inferioren Anteilen des Limbus grélRere Mengen an LESC als in den temporalen und na-
salen Anteilen [2, 15, 16].

Darstellung der Vogt-Palisaden mittels optischer Koharenztomographie

100 pm

Abb. 3: POV = Vogt-Palisaden; V = Blut- und LymphgefalRe (Abbildung aus [17]; mit freundlicher
Genehmigung von Bizheva et al. (2017) © The Optical Society.)

1.2 Limbale epitheliale Stammzellen

LESC weisen einen undifferenzierten Phanotyp mit einer verringerten ZellgréRe und ei-
nem Kern-Zytoplasma-Verhaltnis zugunsten des Kernes auf. Ebenfalls fehlt die Expres-
sion von terminalen Differenzierungsmarkern wie Cytokeratin (CK) 3 und 12 [8]. Durch die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zugleich geringer Teilungsrate in vivo bei einer hohen
proliferativen Kapazitat in vitro erflllen sie die Kriterien von Stammzellen [9, 18]. Sie zah-
len zu den unipotenten adulten, gewebespezifischen Stammzellen, welche sich zu funkti-

onellen Epithelzellen terminal differenzieren [9].

Als Progenitorzellen zeichnen sie sich durch eine geringe Teilungsgeschwindigkeit aus.
Thoft und Friend beschrieben 1983 das so genannte X, Y, Z-Modell“ bezlglich der Horn-
haut-Homodostase [19]. Dieses besagt, dass durch das Gleichgewicht von drei unabhan-
gigen Faktoren (X +Y = Z) ein gesundes Wachstum der Kornea erzielt wird. Im Falle eines
Ungleichgewichts kommt es zu einer Degeneration der Kornea. X bezeichnet dabei die
Proliferation der basalen Epithelzellen, Y die zentripetale Migration der peripheren Lim-

buszellen in Richtung zentraler Hornhaut und Z das Abschilfern toter Zellen. Detailliert
3
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bedeutet dies, dass sich die LESC asymmetrisch in der Limbusregion teilen (Variable X)
(Abb. 4). Eine Tochterzelle verbleibt mit erhaltenen Stammzelleigenschaften im Limbus,
wahrend die andere Tochterzelle unter der sich andernden Mikroumgebung zu einer tran-
sient amplifizierenden Zelle (Transient Amplifying Cell) wird und Richtung zentraler Kornea
migriert [8, 20]. Unter weiterer Differenzierung wandern diese Zellen entlang der Basal-
membran und bilden schlieRlich unter Ausdifferenzierung das flnf- bis sieben-schichtige
Korneaepithel [5, 21-23]. Dieser Vorgang wird zentripetale Migration genannt (Variable Y)
[8]. Im spateren Verlauf flachen sie von basalen zylindrischen Zellen zu superfiziellen Zel-
len ab (Variable Z), werden abgeschilfert und Gber den Tranenfilm abgetragen [5, 24].
LESC bewegen sich nicht nur nach zentripetal, sie haben noch ein zweites Bewegungs-
muster; eine suprabasale Bewegung ermdglicht eine anatomische Barriere zwischen
Binde- und Hornhaut [25]. AuRerdem haben sie die besondere Eigenschaft, ihr Prolifera-
tionspotential in Folge eines Verletzungsreizes zu erhdhen, um eine Regeneration des

kornealen Epithels zu ermoglichen [8, 18].

Darstellung der zentripetalen Migration limbaler epithelialer Stammzellen

. Conjunctiva Limbus Peripheral Cornea Central Cornea

Ep

BL

St

' EBlood vessel

<& 7 Terminally differentiated Cell
Basement membrane

(@)  Transient amplfying Cell

% Melanocyte

/ / Limbal fibroblast
$ ©  Limbal epithelial stem Cell
Abb. 4: Nach asymmetrischer Teilung in der basalen Schicht des Epithels (Ep) und unter Migration
in Richtung zentraler Kornea (Pfeil) wird eine Tochterzelle zu einer transient amplifizierenden Zelle
(Transient Amplifying Cell). Unter weiterer Differenzierung wird das auf der Bowman-Schicht (BL)
liegende Epithel regeneriert. (Abbildung aus [26], Copyright 2009 Genevieve A. Secker und Julie T.

Daniels. Open-access article [27], getffnet am 04.12.2020)

1.2.1 Marker der limbalen epithelialen Stammzellen

In den letzten Jahren wurden verschiedene spezifische Marker fir die LESC aufgedeckt

[28]. Diese konnen in drei Gruppen eingeteilt werden [5]. Als Hauptvertreter der (1)
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Transkriptionsfaktoren gilt p63. Dieser wurde erstmals 2001 von Pellegrini et al. als poten-
tieller Marker vorgestellt [29], allerdings ist dieser auch in angrenzenden basalen kornea-
len Zellen zu detektieren [5]. Die Isoform ANp63a scheint spezifischer flir LESC zu sein
[30, 31]. Zu den (2) Zellmembran- und Transmembranproteine gehoéren Integrin-f1 und
Integrin-a9, ebenso wie die zu der Familie der ATP-Transporter gehdrenden Transport-
proteine ATP Binding Cassette (ABC) Subfamily B Member 5 (ABCB5) und ABC Subfa-
mily G Member 2 (ABCG2) [20, 31-33]. Die ABC-Proteine stellen generelle Marker fur
Stammzellen dar [33]. Der epitheliale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGF-R) wird ebenfalls
als stammzell-assoziierter Marker benutzt [5]. Als letzte Gruppe gelten (3) zytoplasmati-
sche Proteine wie das zytoskelettale Intermediarfilament Keratin 19, a-Enolase [5] und CK
15 [25, 34].

Chen et al. konnten negative Marker identifizieren, welche lediglich in ausdifferenzierten
kornealen Epithelzellen sowie in konjunktivalen Zellen exprimiert werden. Dazu gehoren
CK 3 und 12, E-Catherin und Involucrin [5, 32, 35]. Dabei sind CK 3 und 12 spezifische
korneale Differenzierungsmarker, die nur im kornealen ausdifferenzierten Epithel und nicht

in limbalen Vorlauferzellen vorkommen [6, 8].

1.3 Limbale Stammzellinsuffizienz

Durch eine Schadigung des Limbus und der LESC verliert dieses effektive Regenerations-
system an Funktion - es kommt zu einer limbalen Stammzellinsuffizienz (limbal stem cell
deficiency, LSCD) [8, 24]. Je nach Schweregrad der LSCD bildet sich ein unterschiedlicher
Beschwerdekomplex. Die milde Form kann lange subklinisch bleiben, hier zeigt sich ledig-
lich eine Veranderung der limbalen Architektur mit Verlust der Vogt-Palisaden [5]. Bei ho-
hen Schweregraden der Erkrankung kann eine korneale Regeneration und damit einher-
gehend eine Wundheilung nicht mehr stattfinden. Durch den Barriereverlust zwischen Kor-
nea und Konjunktiva kann es zu einem Uberwachsen der Kornea mit konjunktivalen Zellen
oder einem vaskularisierten Pannus (Konjunktivalisation) kommen [36]. Durch die Bildung
des neuen Epithels durch konjunktivale Zellen treten zusatzlich oberflachliche Hornhaut-
vaskularisationen auf [37]. Bei fehlender Regeneration der Epithelzellen kommt es zu re-
zidivierenden Erosionen und daraus resultierenden Ulzerationen, welche zu einer Trubung
der Kornea und schlussendlich zum Visusverlust fihren kénnen [8]. Die Patienten klagen
Uber ein Fremdkoérpergefuhl in dem betroffenen Auge (hervorgerufen durch Erosionen)

sowie Uber Schmerzen, Photophobie, Augenrétungen und Epiphora [5]. Schwere



Einleitung

Entzindungen der Kornea mit anschlieBender Vernarbung des betroffenen Stromaanteils

kénnen zu einer Hornhautperforation flihren [5].

Die Einteilung der LSCD erfolgt in primar und sekundar. Der primaren LSCD liegen here-
ditare Ursachen wie die Aniridie oder die angeborene Erythrokeratodermia variabilis zu-
grunde [5, 8, 25]. Die haufiger vorkommenden sekundaren LSCD sind erworben [25]. Dazu
zahlen die traumatische Zerstérung der LESC, vor allem durch thermale oder chemische
Traumata oder die missbrauchliche Nutzung von Kontaktlinsen. Seltener fihren limbale
Neoplasien, mikrobielle Infektionen oder iatrogene Griinde zu diesem Krankheitsbild [2,
5]. Autoimmune Prozesse wie bei dem Stevens-Johnson-Syndrom oder einem okularen
vernarbenden Pemphigoid stellen die haufigste Ursache beidseitiger LSCD dar, aus Ver-

atzungen resultieren meist einseitige Insuffizienzen [25].

Die Diagnose einer LSCD basiert auf Anamnese und klinischer Untersuchung. In der Un-
tersuchung mittels Spaltlampe zeigt sich ein irregularer Reflex, die Kornea prasentiert sich
undurchsichtig und von variabler Dicke [38]. Je nach Schweregrad der Erkrankung ist der
Verlust der limbalen Anatomie, Neovaskularisationen sowie eine korneale Konjunktivali-
sation erkennbar. Persistierende Epitheldefekte, chronische Entziindungen und stromales
Narbengewebe kdnnen ebenfalls beobachtet werden [39]. Mit einer klinischen Untersu-
chung wird festgestellt, ob die gesamte Hornhautoberflache oder nur spezifische Sektoren
betroffen sind [5, 39]. Hilfreich ist haufig ein Anfarben der kornealen Oberflache mit Fluo-
reszin oder Bengal-Rosa, wodurch der Zustand der Zellen der Augenoberflache darge-
stellt werden kann [39]. Bei einer LSCD kommt es zu dem Verlust des kornealen Epithels
und einem Uberwiegen des konjunktivalen Epithels, welches sich durch das Vorkommen
von Becherzellen sowie durch die vermehrte Expression von CK 3-negativen und CK 19-
positiven Zellen gekennzeichnet ist und mittels Impressionszytologie nachgewiesen wer-
den kann [15, 39]. Ebenfalls kénnen eine in vivo konfokale Mikroskopie oder eine optische
Koharenztomographie zur Diagnosesicherung durchgeflihrt werden. Sie dienen zusatzlich

der Quantifizierung der Erkrankung und der damit einhergehenden Therapieplanung.

1.4 Therapeutische Optionen der limbalen Stammzellinsuffizienz

Grundlage der Behandlung ist die Ubertragung gesunder LESC und / oder die Rekonstruk-
tion der Stammzellnische [40]. Die Art und der Erfolg der Therapie hangen unter anderem
von dem Ausmal der Stammzellschadigung und von der Auspragung ab [25]. Bei einer

unilateralen, partiellen LSCD, bei der noch funktionsfahige LESC im Limbus vorliegen,
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kann zunachst eine konservative Therapie unternommen werden. Supportive Mainahmen
wie Tranenersatzmittel und ein Debridément des Bindehautepithels kdnnen hier zu einem
Erfolg fihren. Dabei wird angenommen, dass die freien Stammzellnischen durch benach-
barte, sich teilende und migrierende LESC re-besiedelt werden [25]. Chirurgische An-
satze, wie die Kombination aus Debridément und einer Amnionmembrantransplantation,
zeigen hier zum Teil gute Erfolge bei der Wundheilung einer defekten Augenoberflache
[15, 25].

Sind keine funktionstichtigen LESC mehr vorhanden, ist eine erweiterte operative Thera-
pie die einzige verbleibende Option. Eine klassische Keratoplastik ist hierbei allerdings
nicht ausreichend. Diese flhrt anfanglich zu einer transienten Verbesserung der Symp-
tome, durch die fehlenden Stammzellen und damit der fehlenden Regeneration des
Epithels kann es jedoch schnell zu einer erneuten Konjunktivalisation kommen sowie zu
einem Ausbleiben der Epithelialisierung des Transplantates [41]. Studien konnten zeigen,
dass eine Transplantation der Stammzellen direkt auf die Augenoberflache (die soge-
nannte ,Simple limbal epithelial transplantation (SLET)") kurzfristig bei 78 - 84% der Pati-
enten zu einem vollstandigen Epithelschluss fuhrt, jedoch nur bei 69% eine Verbesserung
des Visus brachte [42, 43]. Besteht zusatzlich eine Entzindung im Auge, ist die Wahr-
scheinlichkeit erhoht, dass die LESC ihre Stammzelleigenschaften rasch verlieren [44-46].
Kenyon und Tseng stellten 1998 den ersten therapeutischen Versuch der Behandlung ei-
ner unilateralen LSCD mittels autologer Transplantation eines Limbusteilstiicks samt
Stammzellen aus dem gesunden, kontralateralen Auge vor. Nach der Entfernung von Lim-
busnarbengewebe am erkrankten Auge, wurden zwei Teilsticke Limbusgewebe aus dem
gesunden Auge entnommen und auf das beschadigte Auge transplantiert [47]. Um eine
iatrogen bedingte LSCD zu verhindern, darf nicht zu viel Limbusgewebe aus dem Spen-
derauge entnommen werden [5]. Die Langzeitprognosen fir die autologe, lamellare Lim-
bustransplantation sind vielversprechend, solange keine Entzindung am Auge vorliegt
[48].

Um Gewebe einzusparen, wurde die ex-vivo Kultivierung von LESC aus einer Biopsie des
gesunden Limbus etabliert [37]. 1997 haben Pellegrini et al. eine ex-vivo Kultivierung von
LESC zu sogenannten Holoklonen etabliert [49]. Weiterfuhrend wurden ex-vivo kultivierte
LESC auf verschiedenen Tragermatrices Ubertragen und transplantiert [2, 50, 51]. Seit
2015 gibt es mit Holoclar® die erste zugelassene Stammzelltherapie gegen LSCD in Eu-
ropa. Dies sind auf einer Fibrinmembran aufgetragene, ex-vivo expandierte, autologe hu-

mane korneale Epithelzellen, die durchschnittich 3,5% LESC enthalten. Die
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Transplantation von Holoclar® dient der Therapie von LSCD, welche durch Verbrennun-
gen oder Veratzungen verursacht wurde und zeigt eine Erfolgsrate zwischen 62,5 und
80,5 % bei niedrigem Nebenwirkungsprofil [52, 53]. Zwdlf Monate nach Transplantation
hatten 73,1% der Pateinten keine oder milde korneale Neovaskularisationen, 83,6% keine
oder kaum epitheliale Defekte und 49% eine Verbesserung der Sehscharfe. Nach 12 Mo-
naten hatten 31,7% der Patienten eine Entziindung mit limbaler Hyperamie [53]. Diese
Daten sind vielversprechend, zeigen jedoch durch die hohe Inflammationsrate bei gleich-
zeitig inkonsistenter Visusverbesserung, dass es wichtig ist, weitere Wachstumssubstrate

mit einer besseren Langzeitprognose aufzudecken.

Als weitere Therapieoptionen werden aktuell als Tragermatrices fur die LESC am haufigs-
ten Amnionmembranen (AM), Fibrin-Matrices sowie Polymere oder Kollagenschwadmme
genutzt [41]. Fur die LESC-Gewinnung wird ein 1 x 2 mm groRes Stiuck Limbusgewebe
vom Patienten gewonnen, welches anschlielend im Labor aufgearbeitet wird [54-58]. Un-
tersuchungen von AM als Transplantationsmatrix haben trotz erster positiver Ergebnisse
in der ex-vivo Expansion von LESC gezeigt, dass diese nicht ideal fur die Stammzelltrans-
plantation geeignet ist. Sie verhindert eine vorzeitige Ausdifferenzierung der LESC in der
initialen Phase, jedoch kommt es bei langerer Kultivierungsdauer zu einem progressiven
Verlust der Stammzelleigenschaften [54, 55]. Zusatzlich unterliegt sie einer hohen Spen-
dervariabilitat, so dass es zu einer Heterogenitat in der Gewebequalitat kommen kann.
Auch innerhalb einer Spender-AM kann es zu grof3en Unterschieden hinsichtlich der Dicke
und Stabilitdt kommen. Da es sich bei der AM um Spendergewebe bei elektiven Kaiser-
schnitten handelt, liegt eine eingeschrankte Verfligbarkeit des Materials vor [59]. Ebenfalls
wird die Verwendung durch regulatorische Hurden durch das Transplantationsgesetz limi-
tiert, wie beispielsweise die aktive Zustimmung zur Entnahme durch die Patientin oder das
Beantragen verschiedener Genehmigungen zur Entnahme von Gewebe sowie strenge
Richtlinien im Hinblick auf die Gewebeverarbeitung [60, 61]. Weiterhin muss jede AM vor
Nutzung einem kosten- und zeitintensiven Screen auf mdgliche Infektionen unterzogen
werden. Auch der Erfolg der Therapie ist groRen Schwankungen unterlegen und variiert
zwischen 50 und 83%, da die limbale Barriere langfristig haufig nicht wiederhergestellt
werden konnte [50, 62, 63].

Die Verwendung von Fibrin-Matrix, eine Kombination von Fibrinogen und Thrombin, bietet
durch seine Eigenschaft als schnell abbaubares, natirliches Substrat die Moglichkeit der
Transplantation tragerfreier Epithelverbande [64, 65]. Da beide Bestandteile menschlichen

Ursprungs sein kénnen, kann es als autologes biotechnologisch hergestelltes Gewebe
8



Einleitung

genutzt werden. Han et al. fanden jedoch in Fibringel kultivierten Stammzellen eine Ex-

pression von CK 3 [66], was auf eine partielle Differenzierung der Zellen hinweist [59].

Das Hornhautstroma besteht zu einem grof3en Anteil aus Kollagen, weswegen die Ver-
wendung von Kollagen als Tragermatrix nahe liegt. Es ist biokompatibel, hat eine geringe
Immunogenitat und kann kostengunstig hergestellt werden [59]. Durch den hohen Was-
seranteil des Kollagens, ist es eine instabile Matrix. Die Stabilitdt kann durch kinstliche
Vernetzung erhdht werden [67]. Die dafir verwendeten Vernetzer wie beispielsweise Car-
bodiimid zeigten in Studien, dass die Transmission und der Brechungsindex der kinstli-
chen Matrix ahnlich der der nativen Kornea ist. Die Zytotoxizitat des Vernetzers, die Ver-
ringerung biomimetischer Eigenschaften und das Verhindern des Umbaus des Gerusts
auf Zellbasis, sind allerdings potentielle Nachteile [59, 68, 69]. Jedoch fehlt auch bei sol-
chen Matrices bisher eine Stammzellnische, um die Stammzelleigenschaften langfristig zu
erhalten. Hier werden aktuell erste Studien durchgefiihrt, in denen in ein Kollagengel mit-

tels eines Stempelsystems eine limbus-ahnliche Struktur eingebracht werden soll [70].

Bei der Therapie der bilateralen LSCD kommen lediglich allogene limbale Stammzellen
(von Familienmitgliedern oder Organspendern [5]) oder autologe Stammzellen der oralen
Mukosa als Quelle der Regeneration in Frage [2, 71, 72]. Hier wird entweder eine allogene
Limbus-Transplantation, eine allogene Limbokeratoplastik (Transplantation einer Spen-
derkornea samt Stammzellen) oder eine Transplantation ex-vivo kultivierter allogener Lim-

busstammzellen, aufgetragen auf eine Tragermatrix, durchgefuhrt.

Der allgemeine Therapieerfolg bei einer LSCD mit Transplantation kultivierter LESC, ba-
sierend auf der kompletten Wiederherstellung des kornealen Epithels, betragt 76%. Dabei
liegt der Erfolg von autologen Transplantationen bei einer unilateralen LSCD bei 77% und
der von allogenen Transplantationen bei einer bilateralen LSCD bei 73%. 50% haben eine
Verbesserung ihres Visus von = 2 Zeilen des Snellen-Index [15, 73-75]. Studien zeigten,
dass es hauptsachlich in den ersten zwei Jahren zu einem Therapieversagen kommt, an-
schlieRend bleibt die Erfolgsrate konstant [57, 76]. Allerdings ist aufgrund der Vielzahl der
auf den Therapieerfolg einwirkenden Variablen (verwendete Kulturmethoden, die Trans-
plantationstechnik sowie die Messung des subjektiven und objektiven Erfolgs) eine ver-
I&ssliche Aussage Uber diesen schwierig [73]. Der Erfolg ist unter anderem von dem im-
munologischen Potential des Transplantats und von der Anzahl der transplantierten LESC
und deren Phanotypen abhangig [74]. Die derzeitigen Behandlungsoptionen weisen in die-

sen Punkten Defizite auf. Bei einer ex-vivo Expansion von LESC auf einer Tragermatrix,
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wie der haufig genutzten AM, fehlt die Stammzellnische der LESC. Dadurch unterliegen
die Zellen nicht mehr ihrer naturlichen physiologischen Regulation und verandern ihren
Phanotypen wahrend der ex-vivo Kultivierungsphase [77]. Es kommt vermehrt zu dem
Verlust der Stammzelleigenschaften und zu einer finalen Differenzierung der Epithelzellen,
was ein Versagen der regenerativen Zellfunktion nach sich zieht [54]. Ebenso besteht ein
AbstoRRungsrisiko durch das immunologische Potential der kérperfremden Zellen und Ge-
webe. Aus diesem Grund ist nach einer allogenen Limbusstammzelltransplantation eine
lebenslange Immunsuppression notwendig [2]. Dies kann Niere und Leber schaden sowie

die Hamatopoese beeinflussen [8, 77-79].

Die Therapie durch eine allogene Limbustransplantation bietet im Bestfall nur eine vo-
rubergehende Regeneration der Kornea. Ein immunologischer Vorteil durch die Avasku-
laritat der Kornea bei einer Keratoplastik entfallt bei einer Limbustransplantation durch die
Vaskularitat der Konjunktiva und des Gewebes unterhalb des Limbus. Dies beherbergt ein
hohes immunologisches Potential, da der Spenderlimbus dadurch Anschluss an das Ge-
falsystem des Empfangers bekommt. Sich im Transplantat befindende Immunzellen des
Spenders, wie beispielsweise Langerhans Zellen, fiihren dann zu der haufigsten Ursache
des Therapieversagens - der TransplantatabstoRung [2, 5]. Die durchschnittliche Uberle-
benszeit des Transplantats betragt zwischen 3,2 und 3,9 Jahren. Ein Eintruben der Kornea
oder der Verlust der regenerativen Fahigkeit des Epithels wurde anschlieRend beobachtet
[80].

1.5 Verwendung von dezellularisiertem Gewebe zur Gewebeziichtung

Das so genannte , Tissue Engineering“ dient der Bildung eines Gewebekonstrukts in vitro,
welches anschlielend in vivo verwendet werden kann. Vor allem durch die steigenden
Populationszahlen und den wachsenden Bedarf an Spenderorganen rickt die Nutzung
von ex-vivo generierten, kinstlichen Geweben immer haufiger in den Fokus der For-
schung und wird aktuell bereits fur die Reparatur oder den Ersatz einiger Organe klinisch
genutzt [81]. Dabei ist Haut das erste Gewebe, das kinstlich durch Tissue Engineering
hergestellt werden konnte. Zum einen, weil Hautproben schnell und kostengunstig verfug-
bar sind, zum anderen ist sie zellular einfach strukturiert [82]. Aber auch bei komplexeren
Organen zeigen sich Fortschritte. So wurden bereits kinstlich hergestellte autologe Bla-

senersatze mit gutem Ergebnis transplantiert [83].
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Ein Teilgebiet des Tissue Engineerings befasst sich mit der Nutzung von dezellularisiertem
Gewebe. Dezellularisierung bedeutet die Entfernung aller Zellen eines Gewebes unter Er-
halt der Grundstruktur und der Extrazellularmatrix (EZM). Ziel ist es, dieses dezellulari-
sierte Gewebe in vitro mit den entsprechenden Zellen zu re-besiedeln, um es anschlie-
Rend in vivo zu transplantieren [84]. Dezellularisiertes Gewebe wurde schon fir die Re-
konstruktion zahlreicher Organe erfolgreich in vitro als Grundlage der Gewebezlichtung
verwendet, wie beispielsweise des Urinaltrakts, der Leber oder von Gefalten [85-88]. Die
Verwendung von dezellularisiertem Gewebe bietet dabei verschiedene Vorteile: (1) Da
von den zelluldaren Komponenten die grofite Antigenquelle ausgeht, besitzt es durch die
Entfernung aller nativen Zellen und DNA nur ein minimales immunologisches Potential,
[89]. (2) Trotz Entfernung der Zellen bleibt die native Grundstruktur samt EZM erhalten,
beim Limbus beispielweise die Krypten [81]. Dadurch wird eine nahezu perfekte Wachs-
tumsgrundlage fur die kérpereigenen Zellen geschaffen, welche die Proliferation und Dif-
ferenzierung von gewebespezifischen Zellen férdert. Durch die Bindung von Zellen an die
EZM uber Integrine kdnnen intrazellulare Signalwege aktiviert werden und die Sekretion
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren induziert werden [74, 84, 90]. Die EZM stellt einen
bioaktiven Trager dar, welcher bisher von keinem kinstlich hergestellten Gerust vergleich-
bar in seiner Funktion nachgeahmt werden konnte [91]. Durch den Strukturerhalt der Mat-
rix durch die EZM ist sie auRerdem operativ gut handhabbar [84]. (3) Ein weiterer grof3er
Vorteil von dezellularisiertem Gewebe ist das bestehende drei-dimensionale (3D) Gerust,
welches den Zellen geboten wird. In einem 3D-GerUst werden die Zelladhasions-Molekule
speziell angeordnet. Diese Anordnung bedingt die mechanischen Eigenschaften der Mat-
rix und somit den Phanotypen, die Zellidentitat und das Differenzierungsverhalten der Zel-
len. Die Form der Zellen und des Gewebes unterscheiden sich somit in einem zwei-di-
mensionalem (2D)-GerUst von einem 3D-Gerust. Ein Wachstum von Zellen in 2D-Umge-
bung kann zu Bildung von Artefakten und zu einer Veranderung der zelleigenen Signal-
wege fuhren, welche unter anderem durch die Form des Gewebes vorgegeben werden
[92-94].

Dezellularisiertes Gewebe kann entweder als zellfreies GerlUst genutzt werden, wie bei-
spielsweise dezellularisierte aortale Homografts [95, 96], oder als vollstandiger Gewebeer-
satz. Um diesen zu generieren, muss das dezellularisierte Gewebe mit neuen Zellen re-
epithelialisiert werden. Dafur werden bevorzugt die Stammzellen des Ursprungsorgans als

Quelle ausgewahlt, welche autologen, allogenen oder xenogenen Ursprungs sein kénnen.
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Ist das Verwenden der zum Organ gehdérenden Zellen nicht méglich, kdnnen Stammzellen

anderen Ursprungs genommen werden.

1.6 Porcines Gewebe als Matrix

Bei der Nutzung von humanem Material gibt es einige Nachteile: Bis heute besteht eine
geringere Verfugbarkeit von humanem Spendermaterial im Vergleich zu porcinem Mate-
rial. Gleichzeitig ist die Transplantation von humanem Material durch notwendige vorhe-
rige Testungen, wie des Infektionsstatus, sehr kostenintensiv. Weiterfihrend verschlech-
tert sich die Qualitat des Limbus mit dem Alter. Zheng et al. fanden heraus, dass bei zu-
nehmendem Alter die Auspragung der Vogt-Palisaden in der Hornhaut abnimmt. So konn-
ten in der Gruppe der Uber 60-Jahrigen nur in 40% der Untersuchungen mittels konfokaler
in vivo Mikroskopie Vogt-Palisaden gefunden werden [97]. Wahrend das durchschnittliche
Alter von Augenhornhautspendern bei 75 Jahren liegt [98], werden Schweinen im Alter
von ungefahr sechs Monaten geschlachtet [99]. Dadurch werden bei der Nutzung von por-

cinem Material deutlich jingere und qualitativ hochwertigere Gewebe verwendet.

Das Hausschwein (Sus scrofa domesticus) ist in Bezug auf Anatomie, Physiologie und
GroRenverhaltnisse der Organe vergleichbar mit dem Menschen [100]. Auch fihrt die
hohe ldentitat des porcinen und humanen Genoms zu einer bevorzugten Verwendung von
porcinem Material zu Forschungszwecken [101]. 90% der Basispaarketten der DNS stim-
men zwischen Mensch und Schwein Uberein, dies zeigt eine enge Verwandtschaft der
beiden Saugetiere [102]. In Deutschland wurden im Jahr 2019 etwa 55 Millionen Schweine
geschlachtet [103], wobei die Augen ungenutzt als Schlachtabfalle entsorgt werden. Statt
diese zu verwerfen, kdnnten sie zur einfachen, schnell verfigbaren und glinstigen Res-
source fur den Gewinn von Korneae genutzt werden. Zeng et al. verglichen die porcine
mit der humanen Kornea und stellten fest, dass diese sich in Bezug auf ihre biomechani-
schen Eigenschaften ahneln. Auch in GréRe und Dicke der Kornea sind beide Spezies
vergleichbar [104], wobei die porcine Kornea etwas gréf3er und dicker ist (Grof3e: human:
12 x 11 mm; porcin: 15 x 12 mm; Dicke: human: 560 pm; porcin: 690 um) [105]. Der porcine
Limbus gilt unter den Tieren als der Einzige, der vergleichbar mit dem humanen Limbus
Vogt-Palisaden aufweist [31, 106]. Diese sind im Gegensatz zum menschlichen Limbus
nicht vermehrt auf dem superioren und inferioren Teil zu finden, sondern verteilen sich um
das gesamte Auge. Wahrend das Volumen und die Form der Palisaden abhangig von der
Lokalisation im Limbus beim Menschen stark und individuell variieren, ist beim porcinen

Auge kein Unterschied festzustellen [106]. Fehlende Augenbrauen, die andere Position
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der Augen im Gesicht und die zum Menschen hin abweichende Lidform bedingen einen
anderen UV-Strahlen-Einfluss und somit auch eine andere Auspragung der Vogt-Palisa-
den [106]. Zusatzlich kann dezellularisiertes Gewebe mittels Gammastrahlung sterilisiert
werden, wodurch potentielle Pathogene auf der porcinen Kornea entfernt werden und eine
Ubertragung dieser sehr unwahrscheinlich wird. Porcines Material kommt bereits vielfaltig
im Patienten zum Einsatz, so werden beispielsweise kiinstliche Herzklappen vom Schwein
verwendet. Als aktuelle Forschungsdurchbriiche wurden erstmals ein Schweineherz und
eine Schweineniere von genmodifizierten Schweinen in Menschen transplantiert [107,
108]. Trotz Notwendigkeit verschiedener Tests des porcinen Materials vor einer Verwen-
dung in vivo, stellt der porcine Limbus eine potentiell preisgunstigere Alternative zum hu-

manen Limbus mit hoher Biokompatibilitat und Verfigbarkeit dar.

1.7 Grundlage der Arbeit

Das Etablieren einer alternativen Matrix fur Limbustransplantationen ist von grof3em klini-
schem Interesse. Diese Matrix sollte der physiologischen Struktur der Stammzellnische
entsprechen, den Erhalt des Phanotyps der LESC fordern, biokompartibel sein, eine ge-
ringe bis keine Immunogenitat aufweisen, GMP-konform herstellbar sein und dabei in aus-

reichender Menge und kostengtinstig verfugbar sein.

In Vorarbeiten von Spaniol et al. wurde initial der Erhalt der Struktur des humanen Limbus
nach Dezellularisierung untersucht [77]. Neben der Etablierung des geeigneten Dezellu-
larisierungsprotokolls auf Basis der Messung der Rest-DNA und Zellfragmenten, wurde
die Gewebeintegritat mittels und Transmissionselektronen- und Rastermikroskopie, Zell-
lebensfahigkeitstests sowie immunhistochemischer Farbungen untersucht. Das Zelluber-
leben, die Proliferation und Differenzierung sowie die Epithelbildung sind abhangig von
der Integritédt der Stammzellnische. Diese besteht aus dem Konstrukt der lokalen Umge-
bung, der Nachbarzellen und des unter dem Limbus liegenden Stromas. Der Nachweis
des Erhaltens der Nischenstruktur nach Dezellularisierung stellte den ersten Schritt fur
eine mogliche Nutzung des dezellularisierten Limbus als Matrix zur ex-vivo Expansion von
LESC dar.

Die derzeitigen Tragermatrices kénnen die Anforderungen fir eine erfolgreiche ex-vivo
Expansion von LESC nicht im ausreichenden Male erfilllen, da die spezifische Nische der
LESC nicht ausreichend simuliert werden kann. Die Bedeutung der Stammzellnische fur

die LESC wird deutlich, wenn der Erfolg von limbalen Rekonstruktionen mittels ex-vivo
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kultivierter LESC betrachtet wird. Befinden sich diese wahrend der ex-vivo Kultivierungs-
phase nicht in der Nahe ihrer ursprunglichen Nische, verandern sie ihren Phanotypen und
differenzieren aus [54]. Folgend verlieren die Zellen ihre regenerativen Fahigkeiten und es
kommt zu einem Transplantatversagen. Ein Verweilen der Stammzellen in ihrem undiffe-

renzierten Stadium ist deshalb essentiell fur einen langfristigen Therapieerfolg [77].

Der dezellularisierte Limbus als mogliche Transplantationsmatrix bietet dahingegen viele
Vorteile. Nach jeder perforierenden oder lamellaren Keratoplastik verbleibt ein ungenutzter
korneoskleraler Ring, der derzeit entsorgt wird. Dieser eignet sich hervorragend fir eine
limbale Dezellularisierung. Somit kénnten eine Vielzahl von Spenderkorneae effektiver
durch die doppelte Verwendung genutzt werden [77]. Ebenso werden viele humane Spen-
derkorneae verworfen, die nicht den Standards entsprechen. Eine schlechte Gewebequa-
litat, eine positive Serologie, Ubertragbare Krankheiten oder Autopsieergebnisse stellen
hierbei die Hauptgrinde fir einen Ausschluss dar [109]. Bei der haufig durchgeflhrten
Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK) ist ein Hauptkriterium zur Verwen-
dung der Hornhaut die Endothelzellzahl; ist diese zu gering, wird die Hornhaut verworfen.
Diese konnte stattdessen zur Dezellularisierung verwendet werden. Durch die Dezellula-
risierung wird das Risiko einer immunologischen Reaktion minimiert. Patienten, bei denen
eine Transplantation in einem nicht-entziindungsfreien Auge stattfindet, profitieren von ei-
ner nicht-immunogenen Matrix, durch die das Risiko einer TransplantatabstoRung mini-
miert wird [74]. Die Autoren Spaniol et al. fanden heraus, dass ein dezellularisierter huma-
ner Limbus keine Zytotoxizitat besitzt. Trotz Dezellularisierung bleibt die Struktur der Mat-
rix erhalten, sodass eine gute operative Handhabbarkeit gegeben ist [84]. Somit kann der
re-epithelialisierte, dezellularisierte Limbus direkt als Transplantat genutzt werden,
wodurch keine Ubertragung der Zellen auf eine andere Tragermatrix notwendig wird.
Ebenfalls bewiesen sie, dass nach der Dezellularisierung die Struktur des Limbus mit sei-
nen Krypten und der spezifischen EZM und Basalmembran erhalten bleiben [77]. Dadurch
bietet der dezellularisierte Limbus als einzige Tragermatrix alle Eigenschaften der natirli-
chen Stammzellnische, welche die LESC zum Anwachsen, Proliferieren und Uberleben
bendtigen. Durch den Erhalt der spezifischen Struktur des Limbus, kann den allogenen
LESC eine Tragermatrix geboten werden, auf der sie auf natlrliche Weise reguliert werden
kdénne. Dies kann zu einem besseren Langzeiterhalt des Phanotyps der Stammzellen bei-
tragen. In der Folge wirden kein Feederlayer zur ex-vivo Kultivierung der LESC mehr
bendtigt und somit die Gefahr einer Kontamination mit Fremd-DNA sowie das immunolo-

gische Potential reduziert werden.
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1.8 Anforderungen an eine Tragermatrix fiir LESC

Aus dem aktuellen Forschungsstand ergibt sich, dass es von hoher klinischer Relevanz
ist, neue Tragermatrices fir die in vitro Kultivierung sowie der in vivo Transplantation von
LESC zu finden, welche

- zur Minimierung des AbstoRungspotentials kein oder nur ein geringes immuno-
logisches Potential beherbergen,

- die Eigenschaften der Stammzellnische und ihrer Umgebung aufweisen und
damit die Eigenschaften der LESC sowie deren Phanotypen erhalten,

- sich fur eine Expansion von LESC eignen, ohne dabei auf einen Feederlayer
angewiesen zu sein,

- eine hohe Biokompatibilitat aufweisen und

- eine grolde Verfugbarkeit haben.
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1.9 Ziel und Thesen der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird die Auswirkung der nahezu erhaltenen Originalnische im

dezellularisierten humanen und porcinen Limbus auf das Verhalten von LESC untereinan-

der und mit in 2D-Zellkulturschalen gewachsenen Kontrollgruppen verglichen. Dies hat

zum Ziel, den dezellularisierten Limbus als Wachstumsunterlage fur LESC mit potentiell

besserem Langzeiterhalt der Stammzellen und als Transplantat bei einer LSCD hinsicht-

lich einer spateren klinischen Nutzung zu untersuchen.

Folgende Ziele dieser Arbeit werden im Hinblick auf den Erhalt der Progenitorzelleigen-

schaften, des Zelliberlebens und der Proliferation untersucht: Es soll nachgewiesen wer-
den, dass LESC

1. auf dezellularisiertem humanen und porcinen Limbus anwachsen,

2. auf dezellularisiertem Limbus ihre Stammzelleigenschaften erhalten und ein ver-

gleichbares oder héheres Proliferationsverhalten als auf einer 2D-Zellkulturschale

aufweisen,

3. vergleichbar auf dem dezellularisierten humanen und porcinen Limbus wachsen,

4. kultiviert auf dem Limbus an der Luft-FlUssigkeits-Grenze zu einer Mehrschichtig-

keit des neuen Epithels unter Erhalt der Stammzelleigenschaften der LESC fihren

kann.

Um diese Ziele zu erreichen, werden vier Thesen aufgestellt und Uberpruft (Tabelle 1).

Tabelle 1: Thesen der Arbeit

These 1

Eine ex-vivo Kultivierung von LESC, der Erhalt deren Stammzelleigenschaf-
ten sowie des Proliferationsverhaltens ist auf dezellularisiertem humanen
oder porcinen Limbus moglich.

These 2

Der dezellularisierte humane und porcine Limbus unterscheiden sich nicht in
der Expansion von ex-vivo kultivierten LESC, dem Erhalt deren Stammzel-
leigenschaften sowie des Proliferationsverhaltens.

These 3

Der dezellularisierte humane und porcine Limbus erhalten die Stammzellei-
genschaften und das Proliferationsverhalten von ex-vivo kultivierten LESC
besser als eine 2D-Zellkulturschale.

These 4

Eine Kultivierung an der Luft-FlUssigkeits-Grenze begunstigt die Ausbildung
eines mehrschichtigen Epithels nach Aussaat von LESC auf einer dezellula-
risierten Kornea und bewirkt einen Unterschied in der Erhaltung der Stamm-
zelleigenschaften.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Genutzte Gerate und Verbrauchsmaterialien werden im Anhang aufgefuhrt (Anhang, Kap.
6.1 und Kap. 6.2).

2.1.1 Chemikalien, Medien und Reagenzien

Mowiol 4-88 (81381) Aldrich Chemicals (Missouri, United States)

Fetales Bovines Serum Superior

(S0615) Biochrom GmbH (Berlin, Germany)

DEMI-Wasser, entionisiert (20170)
Fischar (Saarbricken, Germany)
Ethanol absolut (27694)

Antibiotic-Antimycotic (100x) (15240062)

Sodium Bicarbonate Solution 7,5% Gibco (Kalifornien, United States)

(25080094)

Epidermal Growth Factor (E3478)

Nuklease freies Wasser AM9937
(10526945) Invitrogen (Kalifornien, United States)

SuperScript Il Reverse Transkriptase
(10328062)

Citronensaure (7624.1)
Desoxycholsaure Natriumsalz (3484.3)

Eosin-G-Lésung 0,5% wassrig (X883.2)

Hamalaumlésung sauer nach Mayer

(T865.3)

Kaliumchlorid (6781.3) Roth (Karlsruhe, Germany)
Kaliumdihydrogenphosphat (3904.2)
Natriumchlorid (3957.2)

Paraplast PLUS fir die Histologie
(X881.1)

Roti Histo-Kit Il (T160.2)
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Roti-Histofix 4% (P087.1)
Salzsaure 32% (X896.1)

Schiffs Reagenz fir die Mikroskopie
(X900.1)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (3580.3)
Triton x 100 (3051.2)
Tween 20 (9127.2)

2-Mercaptoethanol (M3148)
Adenine (A2786)

Choleratoxin powder from Vibrio Cholera
(C8052)

DAPI for nucleic acid staining (D9542)
Donkey Serum USDA APHIS (D9663)

StableCell™ Dulbecco’s Modified Ea-
gle’s Medium high Glucose (D0819)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium /
Nutrient Mixture F-12 Ham (D8062)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(D8537)
Sigma Aldrich (Missouri, United States)
Glycerol for molecular biology (G5516)
Hydrocortisone powder (HO888)

Lysis Solution for total RNA Kit
(4305895)

Mitomycin C from Streptomyces caespi-
tosus (M0503)

Penicillin-Streptomycin (P4333)

RNase away (10666421)

T3 Powder fur T/T (T6397)

Transferrin powder for T/T (T8158)
Trizma hydrochloride (Tris-HCI) (T1503)
Trypanblau 0,4% (T10282)
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Trypsin-Ethylendiamintetraacetat

(EDTA) Solution, 0,5 g porcines Trypsin
und 0,2 g EDTA (1x, T3924) / 5 g porci-
nes Trypsin und 2 g EDTA (10x, T4174)

di-Sodium hydrogen phosphate dihyd-
rate (1.19753.0250)

Xylol (10293EP)

2.1.2 Puffer und Lésungen

VWR International (Pennsylvania, United
States)

Die Chemikalien wurden den Erfordernissen entsprechend in deionisiertem (dH>O) oder

in destilliertem Wasser (Aqua dest.) geldst. Je nach Bedarf wurden die Lésungen bei 4°C'

oder bei Zimmertemperatur? aufbewahrt.

10 x Phosphate Buffered Saline (PBS)
(pH 7,4

1 x PBS (pH 7,4)2

Natriumcitrate Puffer (10mM)’

Mowiol’

Tris-HCI-Puffer (pH 8,5)?

200 g NaCl

5 g KClI

36 g Na2HPO4 x 2H20
6 g KH2PO4

Auf 2,5 |: Aqua dest.

100 ml 10x PBS
900 ml Aqua dest.

29,41 g Natriumcitrat

19,219 Zitronensaure

12 g Mowiol

30 g Glycerin

30 ml Aqua dest.

0,2 M Tris-HCI-Puffer

3,15 g Tris-HCI
96,85 ml Aqua dest.
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21.3 Kits

Feulgen Kit Natriumdisulfit-Konzentrat

Merck (Darmstadt, Germany)

GenElute Mammalian Total RNA Mini-
prep Kit

Sigma Aldrich (Missouri, United States)

High Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit

214 Enzyme

Cell Proliferation Reagent Water soluble
tetrazolium (WST)-1 (11644807001)

DNase | (4716728001)

Thermo Fisher Scientific (Massachusetts,
United States)

Roche (Basel, Swiss)

Insulin solution human (19278)

Sigma Aldrich (Missouri, United States)

Power SYBR Green PCR Master Mix
(4367659)

Thermo Fisher Scientific (Massachusetts,
United States)

Dispase (734-1212)

2.1.5 Oligonukleotide

VWR International (Pennsylvania, United
States)

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma eurofins (Luxemburg) syntheti-

siert. Fur einen PCR-Zyklus wurde ein 20 pl Volumen mit je 0,2 pl Primer pro Ansatz ver-

wendet, was 0,1 pmol/ul Oligonukleotid entspricht.

hABCG2-F TGCAACATGTACTGGCGA
hABCG2-R TCTTCCACAAGCCCCAG
hCK15-F GGAGGTGGAAGCCGAAGTAT
hCK15-R GAGAGGAGACCACCATCGCC
hBax-F106 GGGTTGTCGCCCTTTTCTAC
hBax-R213 GGAGGAAGTCCAATGTCCAG
hBcl2-F97 CTGAGTACCTGAACCGGCA
hBcl2-R202 GAGAAATCAAACAGAGGCCG
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hp63aNp-F
hp63aNp-R
hp63a-F
hp63a-R
hGAPDH-F524

hGAPDH-R598

2.1.6 Antikorper

CTGGAAAACAATGCCCAGAC

TGGAGAGAGAGCATCGAAGG

AGGGGCTGACCACCATCTAT

GTCTCACTGGAGCCCACACT

TGCACCACCAACTGCTTAGC

GGCATGGACTGTGGTCATGAG

Anti-Caspase 3 antibody (Rabbit), ab4051

Anti-Cytokeratin 3 antibody (Mouse), ab77869

Anti-Cytokeratin 12 antibody (Rabbit), ab185627
Anti-Cytokeratin 15 antibody (Rabbit), ab52816

Anti-Ki67 antibody (Rabbit), ab16667

Abcam (Cambridge, Great Brit-
ain)

Anti-p63a antibody (Mouse), ab735

Anti-BCRP (ABCG2) antibody (Mouse), MAB4146

Merck Millipore (Massachusetts,
United States)

Anti-Maus IgG, Alexa Fluor 488 (Donkey)
Anti-Rabbit IgG, Alexa Fluor 488 (Donkey)

2.1.7 Zelllinien

Zelllinie (Referenz) Beschreibung

Jackson Immuno-Research
(Pennsylvania, United States)

Kultur

ATCC®CCL-92™

3T3-Swiss Albino,

murine Fibroblasten

Dulbecco’s Modified Eagle’'s Me-
dium high Glucose +

10% Fetales Bovines Serum (FBS)
+ 1% Penicillin / Streptomycin (P/S)
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2.1.8 Software

Zur Auswertung der histologischen Farbungen wurde die Software Leica Application Suite,
Version 4.6.1 (Leica, Wetzlar, Germany) zur Erstellung der Fotos verwendet. Fir die sta-

tistische Auswertung wurde SPSS 26 (IBM, Ehningen, Germany) verwendet.
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2.2 Methoden

Ein positives Ethikvotum der 6rtlichen Ethikkommission (Nummer 4139, sowie eine Ergan-
zung mit der Nummer 4722; genehmigt durch die Ethikkommission der medizinischen Fa-
kultat DUsseldorf) liegt vor. Die Arbeit wurde nach den Grundséatzen der Deklaration von
Helsinki durchgefuhrt.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden pro Beobachtungszeitpunkt und Kulti-
vierungsart je drei humane und drei porcine dezellularisierte Korneae inklusive Limbusre-
gion mit humanen limbalen epithelialen Stammzellen re-epithelialisiert. Dabei wurden pro
Beobachtungszeitpunkt mindestens drei, bestenfalls sechs unterschiedliche humane
Stammzellspender verwendet. Die re-epithelialisierten Korneae wurden mittels Hamatoxy-
Iin-Eosin-Ubersichtsf'érbungen (HE-Farbungen), Immunfluoreszenz, quantitativer Echt-
zeit-Polymerasekettenreaktion (real-time quantitative polymerase chain reaction, qrt-PCR)

und Zellproliferationsassay untersucht.

Die humanen Korneae wurden von der Lions Hornhautbank Nordrhein-Westfalen (Augen-
klinik, Universitatsklinikum Dusseldorf, Heinrich-Heine-Universitat, Deutschland) und die
porcinen Korneae von dem Schlachthof Stautenhof (Darderhdfe 1, 47877 Willich,
Deutschland) zur Verfigung gestellt.

Die Methodik teilt sich in die drei Untergruppen Zellkultur, Histologische Aufarbeitung und
Molekularbiologische Aufarbeitung auf. Das folgende Schema gibt eine Ubersicht Uber die

durchgefihrten Experimente (Abb. 5).

Projektablauf

——

.. Feulgen-Stainin,
Dezellularisierung g g

Korneae

HE-Staining

Proliferationsassay ]

Immunhistochemie

—
quantitative Echtzeit-

Re-Besiedelung
Isolierung LESC Kultivierung
PCR

Abb.5: LESC = Limbale epitheliale Stammzellen, HE = Hamatoxylin-Eosin, PCR =
Polymerasekettenreaktion

2.2.1 Gewebegewinnung

Die humanen Korneae wurden als korneosklerale Ringe aus der Lions Hornhautbank ent-

nommen. Die Lagerungsdauer der Korneae betrug wegen der notwendigen Durchflihrung
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serologischer Tests vor der Verwendung einige Tage bis Wochen und variierte zwischen

den Korneae.

Die porcinen Korneae wurden aus dem Bulbus prapariert. Dabei betrug die Lagerungszeit
der Schweineaugen bis zur Praparation maximal zwei Stunden (h). Das Schweineauge
wurde durch einen aquatorialen Schnitt in der Sklera eréffnet und die Sklera mittels schar-
fer Schere mit einem Abstand von 5 mm zum Limbus entfernt. Ein Entfernen des Glaskor-
pers, der Linse und des Ziliarkdrpers erfolgte mit einer chirurgischen Pinzette. Die Korneae
wurden in eine 6-Well-Platte mit PBS (+2% P/S) tUberfiuhrt und Gber Nacht auf einen Kreis-

schuttler bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Dezellularisierung.

2.2.1.1 Dezellularisierung der humanen und porcinen Kornea

Insgesamt wurden 32 humane und 52 porcine Korneae dezellularisiert. Das Dezellulari-
sierungsprotokoll der Korneae wurde nach Spaniol et al. genutzt [77] und fur die humanen

und porcinen Korneae analog angewendet:

Nach der Entnahme der Korneae erfolgte eine Inkubation dieser fur 24 h in 3 ml PBS +
2% P/S bei 4°C in einer 6-Well-Platte auf einem Kreisschuttler mit anschlielRender dreima-
liger Waschung mit PBS + 2% P/S. Die anschlieBende Inkubation fir 48 h bei 4°C auf
einem Kreisschuttler in 2%-igem Natriumdesoxycholat diente dem Zellaufschluss und der
Solubilisierung von Membranproteinen. Dabei wurden die Korneae taglich dreimal mit PBS
+ 2% P/S gewaschen. Mittels DNase-Lésung (167 U/ml) wurde die DNA Uber Nacht bei
4°C auf einem Kreisschuttler hydrolysiert. Als letzter Schritt fand eine erneute dreimalige
Waschung mit PBS + 2% P/S sowie ein Entquellen der Korneae mit PBS + 2% P/S und
Glycerol (Verhaltnis 1:1) Uber Nacht bei 4°C auf einem Kreisschuttler statt. AnschlieRend
wurden die dezellularisierten Korneae dreimal mit PBS gewaschen und in PBS + 2% P/S
bei 4°C aufbewahrt.

2.2.2 Zellkultur

Aus humanen korneoskleralen Ringen wurden LESC gewonnen. Diese wurden kultiviert
und auf den dezellularisierten humanen und porcinen Korneae ausgesat, welche anschlie-
Rend fir 3, 7 oder 21 Tage kultiviert wurden. Dann erfolgte die histologische Aufarbeitung

der Korneae oder die Durchfuihrung eines Zellproliferationsassays.
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2.2.2.1 Feederlayer

Um eine Differenzierung der LESC wahrend der in vitro Kultivierung zu vermeiden, wurde
ein sogenannter Feederlayer, bestehend aus murinen, proliferationsinhibierten 3T3-Fib-
roblasten genutzt. Eine Behandlung der 3T3-Fibroblasten mit dem Zytostatikum Mitomycin
C verhindert eine Wachstumsdominanz der 3T3-Fibroblasten, da dieses die Zellteilung
und damit das Wachstum inhibiert. Die murinen 3T3-Fibroblasten wurden in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium high glucose (DMEM) versetzt mit 10% FBS und 1% P/S kulti-
viert (folgend: DMEM-Vollmedium).

Eine Passagierung der 3T3-Fibroblasten erfolgte alle zwei bis drei Tage. Die 80%-kon-
fluent gewachsenen Zellen wurden mit vorgewarmter PBS gewaschen und anschliel3end
durch eine finfminltige Inkubation mit 1 x Trypsin-EDTA bei 37°C und 5% CO. abgel6st.
Die Zellen wurden in 5 ml DMEM-Vollmedium re-suspendiert. Die anschlieRende Aussaat
in einer 1:10 Verdunnung erfolgte in einer sterilen Zellkulturflasche. Die Zellen wurden bei
37°C und 5% CO: in luftfeuchter Atmosphare kultiviert.

Zur Wachstumsinhibition der 3T3-Fibroblasten wurden die konfluent gewachsenen Zellen
mit 5 ml PBS gewaschen und mit Mitomycin C in einer Konzentration von 2 pl/ml fir 2 h
im Brutschrank inkubiert. Nach dreimaligem Spulen der Zellen mit je 10 ml PBS wurden
die wachstumsinhibierten 3T3-Fibrobalsten durch eine Inkubation fur 5 Minuten (min) mit
1 x Trypsin-EDTA bei 37°C und 5% CO2 von der Kulturflasche abgeldst, in ein Falkontube
Uberfuhrt und anschlieend bei 1000 rpm fir 5 min zentrifugiert und in DMEM-Vollmedium
re-suspendiert, wobei das enthaltenen FBS das Trypsin inaktivierte. Die Zellen wurden in
einer Gesamtzahl von 1,8 x 10° Zellen in eine T75-Kulturflasche gebracht und (iber Nacht
adharieren gelassen. Am Folgetag wurde das DMEM-Vollmedium durch EZM fir die Nut-

zung als Feederlayer fur die LESC ausgetauscht.

Die Neubauer-Zahlkammer diente dabei der Bestimmung der Zellzahl. Daftr wurden die
Zellen wie beschrieben aus der Zellkulturflasche abgeldst und zentrifugiert. Nach Re-Sus-
pension des Zellpellets in DMEM-Vollmedium, wurden 10 ul Zellsuspension auf die Zahl-
kammer Ubertragen. Mittels Auszahlung am Mikroskop wurde durch die Zellzahl n in einem
definierten Volumen die Zellkonzentration bestimmt (Konzentration = n x 10* Zellen / ml

Zellsuspension).
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2.2.2.2 Isolierung und Kultivierung von LESC

Die Isolierung der LESC aus humanen korneoskleralen Ringen erfolgte von insgesamt 38
humanen Spendern. Die Kultivierung der epithelialen Stammzellen erfolgte in einem
Epithelzellmedium, bestehend aus DMEM/Ham F12, versetzt mit 10% FBS, 10 pg/ml A-
denin, 10 pg/ml Natrium-Bicarbonat, 10 ug/ml Antibiotika / Antimykotika, 10 ug/ml Trans-
ferrin, 0,5 pg/ml Insulin, 1 pyg/ml Choleratoxin, 1 pyg/ml Hydrocortison (folgend: EZM).

Zur Ablésung der LESC wurde der Ring Uber Nacht in 1,2 U/ml Dispase auf einem Kreis-
schuttler bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde der Ring dreimal mit vorgewarmter PBS
gewaschen und in einer Petrischale mit 1 ml EZM mit einem Skalpell in drei gleichgrolRe
Stlicke geteilt. Nach dreimaligem Waschen am Folgetag mit vorgewarmter PBS erfolgte
die Teilung des Rings mit einem Skalpell in drei Stiicke in einer mit 1 ml EZM bedeckten
Petrischale. Mit der Epithelseite nach oben, wurde die Limbusregion wiederholt mit einem
Skalpell (Nummer 21) ausgekratzt, um so die bereits durch die Dispase angeldsten Zellen
mechanisch abzuldsen. Die so entstandene Zellsuspension wurde in eine T75-Zellkultur-
flasche mit dem 3T3-Feederlayer in EZM Uberflhrt. Ab dem dritten Kultivierungstag der
LESC wurden dem EZM 10 pg/ml Epithel Growth Factor (EGF) hinzugefugt (folgend: EZM
+ EGF). Die Kultivierung der Zellen fand bei 37°C und 5% CO: in luftfeuchter Atmosphare
statt. Die Kultivierungsdauer betrug zwischen 14 und 30 Tagen, wobei ein Wechsel des
EZM alle ein bis zwei Tage stattfand. Der Feederlayer wurde je nach Bedarf circa einmal

die Woche mit 6 x 10° Mitomycin-C-behandelten 3T3-Fibroblasten erneuert.

2.2.2.3 Re-Besiedlung der dezellularisierten Korneae mit LESC

Nach Erreichen einer Konfluenz der LESC von 60 bis 80% ohne Anzeichen epithelialer
Differenzierung wurden die Zellen mit 1 x PBS gewaschen. Die 3T3-Fibroblasten wurden
mit 1 x Trypsin-EDTA bei 37°C und 5% CO:z abgeldst und verworfen. Nach erneuter Wa-
schung mit vorgewarmtem 1 x PBS, erfolgte die Ablésung der verbliebenen LESC durch
eine Inkubation mit 10 x Trypsin-EDTA fir 5 min im Inkubator. Anschliel3end erfolgte die
Re-Suspension der abgeldsten Zellen in 4 ml EZM + EGF, wobei das EZM zur Inaktivie-
rung des Trypsins diente. Die Suspension wurde in ein Falkontube Uberfihrt und bei 1000
rpm fir 5 min zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes und Re-Suspension in
2 ml EZM + EGF erfolgte die Auszahlung der Zellen mittels Neubauer-Zahlkammer. Mit
einem Skalpell erfolgte die Zerteilung der porcinen und humanen dezellularisierten Kor-
neae in jeweils zwei Teile und durch eine Pinzette die Uberflihrung in eine 12-Well-Platte.

AnschlieBend wurden 1 x 10° LESC pro Korneahélfte ausgesét. Die Zellzahlung erfolgte
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mittels Neubauer-Zahlkammer (Kap. 2.2.2.1). Jedes Well wurde nach einer Anheftphase

der Zellen von 10 min mit 1 ml EZM + EGF vorsichtig aufgefulit.

2.2.2.4 Kultivierung der re-epithelialisierten dezellularisierten Korneae

Am ersten Tag nach der Re-Epithelialisierung wurden die Korneae in neue 12-Well-Platten
Uberfihrt. Die Kultivierung erfolgte unter Standard-Kultivierungsbedingungen, sowie unter
Kultivierung an einer Luft-Flussigkeits-Grenze (air liquid interface, ALI). Bei der Standard-
Kultivierung bedeckte 1 ml EZM + EGF die Korneae. Der Mediumwechsel erfolgte regel-
maRig alle ein bis zwei Tage. Fiur das ALI wurden die re-epithelialisierten Korneae nur mit
so viel EZM + EGF bedeckt, sodass sie bei der Kultivierung auf einem Kreisschattler in-
termittierend mit Medium benetzt waren. Die Kultivierung erfolgte im Inkubator mit tagli-

chem Mediumwechsel.

2.2.2.5 WST-1-Proliferationsassay

Der WST-Assay diente der Untersuchung des Proliferationsverhaltens der Stammzellen
nach Aussaat auf dezellularisiertem Gewebe. Um Verzerrungen durch mdégliche Abwei-
chungen in der ausgesaten Zellanzahl auszuschlieen, wurde die erste Messung direkt
nach dem Anwachsen der Zellen durchgefiihrt (4 h nach Aussaat, Tag (D) 0). Die anschlie-
Renden Messungen fanden an den Tagen 3, 7 oder 21 statt (D3, D7, D21). Pro Beobach-
tungszeitpunkt wurden drei re-besiedelte Korneae mit unterschiedlichen Stammzellspen-
dern untersucht. Bei porcinen Korneae wurde eine Vollkornea, bei humanen Korneae ein
korneoskleraler Ring wie in Kapitel 2.2.2.3 beschrieben re-epithelialisiert. Als Vergleichs-
gruppe diente pro Beobachtungszeitpunkt die Aussaat von je 1 x 10° LESC des selben
Spenders pro Well in einer 24-Multi-Well-Platte. Die Zahlung der Zellen erfolgte mittels
Neubauer-Zahlkammer (Kap. 2.2.2.1).

Die Uberflhrung der Korneae in eine neue 12-Well-Platte als ersten Schritt verhinderte
eine Verfalschung des Ergebnisses durch an dem Boden der Wells angewachsene Zellen.
Die Korneae sowie die Kontrollgruppe wurden 1 h mit dem WST-1-Reagenz (100 pl/ml in
EZM Medium ohne EGF) inkubiert. Je 100 yl Medium wurden in ein 96-Well Gberfuhrt. Je
Probe wurden in je 6 - 16 Wells mittels Mikroplatten Reader die Absorption bei 450 nm
gemessen. Als Referenzwert diente Medium (EZM + EGF) plus WST-1-Reagenz ohne

Zellen.

Die LESC auf den Korneae und die auf Kunststoff ausgesaten LESC wurden mittels

1 x Trypsin-EDTA unter Inkubation fur 5 min bei 37°C und 5 % CO- abgelést, in EZM
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aufgenommen und 5 min bei 1250 rpm zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands und
einer Waschung mit PBS sowie einer erneuten Zentrifugierung bei 1250 rpm fir 5 min,

wurden die LESC trocken bei -80°C eingefroren und fur die RNA-Isolierung aufbewahrt.

2.2.3 Histologische Aufarbeitung

Zielsetzung der histologischen Aufarbeitung ist die Beurteilung der durchgeflihrten Dezel-
lularisierung und der Re-Epithelialisierung sowie die Untersuchung der Stammzelleigen-

schaften nach Aussaat auf dezellularisierter Kornea.

Die Fixierung der re-epithelialisierten Korneae erfolgte an ihrem Beobachtungszeitpunkt
in 4%-igem Paraformaldehyd Uber Nacht. Anschliefend wurden sie in einem Entwasse-
rungsautomaten schrittweise entwassert (Tab. 2) und in Paraffin mit ihrer Schnittkante
nach unten vertikal eingebettet. Die an einem Rotationsmikrotom angefertigten Schnitte
von 4,5 ym Dicke wurden anschlieRend fir 12 h bei 38°C zur besseren Haftung des Ge-

webes am Objekttrager im Trockenschrank inkubiert.

Zu Beginn der histologischen und immunhistochemischen Farbungen fand eine Entparaf-
finierung in drei aufeinanderfolgenden Xylolbadern fur jeweils 5 min statt. Dies verhinderte
eine Stérung der Bindung der wasserldslichen Farbstoffe durch das lipophile Paraffin. Eine
darauffolgende absteigende Alkoholreihe (99%, 96%, 70%) mit einer Inkubationszeit von

je 5 min diente der Re-Hydratisierung der Proben.
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Tabelle 2: Programm fiir die Ubernachtverarbeitung der re-epithelialisierten
Korneae

Reagenz Dauer (Stunden, Minuten)
Alkohol 70% 1,00
Alkohol 90% 1,00
Alkohol 100% 1,00
Alkohol 100% 2,00
Alkohol 100% 2,00
Xylol 1,00
Xylol 1,30
Xylol 1,30
Paraffin 2,00
Paraffin 3,00

Das aufgeflihrte Entwasserungsprogramm mit anschlieender Wachseinbettung erfolgte am Con-
centrator 5301 von Eppendorf.

2.2.3.1 DNA-Nachweis nach Feulgen

Es wurden von jedem Zeitpunkt je zwei humane und zwei porcine Korneae fir den DNA-
Nachweis nach Feulgen ausgewahlt, jeweils eine aus einer konventionellen Kultivierung

und eine aus einer Kultivierung in ALI.

Es erfolgte die Entparaffinierung mit anschlieRender Re-Hydratisierung der Proben (Kap.
2.2.3). Hierauf folgte die Inkubation der Proben fir 50 min in Salzsaure (5 mol/l), welche
zu einer Abspaltung von Purin- und Pyrimidinbasen der DNA fiihrte, wodurch diese hyd-
rolysiert wurde und freie Aldehydgruppen entstanden. Die Proben wurden zweimal fir
2 min in Aqua dest. gespllt und anschlieend fir 60 min bei Raumtemperatur in fuchsin-
schweflige Saure (Schiffs Reagenz) gegeben. Hierdurch entstand zusammen mit den
freien Aldehydgruppen eine rotviolette Farbung der Zellkerne. Als nachster Schritt erfolgte
die Behandlung der Proben zweimal flr 3 min mit nach jedem Farbedurchgang erneuerter
Natriumdisulfit-Splllésung. Diese bestand aus 95 ml Aqua dest., 5 ml Natriumdisulfit-L6-
sung (540 ml Aqua dest., 30 ml 1 M HCI, 30 ml 10% Kaliumdisulfit-Ldsung) und 1 ml 5
mol/l Salzsaure. AnschlieRend erfolgte eine Dehydrierung mittels aufsteigender Alkohol-
reihe (50%, 70%, 80%, 99%, Xylol) und das Eindecken der Schnitte mit Histokit. Die Aus-

wertung der Proben unter dem Lichtmikroskop erfolgte 24 h nach Herstellung.
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2.2.3.2 Héamatoxylin und Eosin-Farbung

Die histologische Beurteilung der re-epithelialisierten Korneae fand in einer HE-Farbung
statt. Zum einen wurde die Erfolgsrate der Re-Epithelialisierungen ermittelt, zum anderen
die Epithelstratifizierung beurteilt. Als erster Schritt erfolgten eine Entparaffinierung und
Re-Hydratisierung (Kap. 2.2.3). Nach Spulung in Aqua dest. fir 3 min, fand eine Inkubation
der Schnitt fir 5 min in Hdmalaun statt. Durch das flieRende Waschen der Schnitte unter
Leitungswasser fur 5 min wurde der pH auf mehr als drei erhéht und ein ,Blauen® der
Zellkerne trat ein. Nach der Gegenfarbung mit Eosin fur 2 min folgte eine aufsteigende
Alkoholreihe (70%, 96%, 99%, 99%) sowie ein dreimaliges Waschen in Xylol fir jeweils 5

min. Die Schnitte wurden im letzten Schritt mit Histokit eingedeckt.

2.2.3.3 Auswertung der histologischen Farbungen

Die zur weiteren histologischen Auswertung ausgewahlten Schnitte entsprachen den fol-
genden Kriterien: (1) eine erfolgreiche Dezellularisierung der Kornea, (2) eine erfolgreiche
Re-Epithelialisierung sowie (3) das Auffinden des Limbus. Um die Erfolgsrate der Re-
Epithelialisierung zu quantifizieren, wurden die re-epithelialisierten Korneae unter dem
Mikroskop beurteilt. Eine erfolgreiche Dezellularisierung sowie die Entstehung eines
neuen Epithels dienten als Bewertungskriterien. Es sei darauf hingewiesen, dass nur zwei
statt drei erfolgreicher Re-Epithelialisierungen fur den Zeitpunkt D3 in ALI der porcinen

Kornea gefunden wurden.

Um die Auspragung der Mehrschichtigkeit abhangig von den Variablen Kultivierungsdauer
(D3 /7 121), Kultivierungsart (konventionell / ALI), Lokalisation (Limbus / zentrale Kornea)
und Spezies (human / porcin) darstellen zu kénnen, fand eine Auszahlung der Epithelzell-
schichten an je vier Messpunkten pro Probe statt. Zwei Messpunkte lagen dabei im Be-
reich des Limbus, der erste in der ersten Krypte, der zweite am korneokonjunktivalen Uber-
gang. Die anderen zwei Messpunkte gaben die Schichtanzahl der zentralen Kornea wie-
der, indem der erste Punkt ein Hauptgesichtsfeld (high-power field, HPF) (400-fache Ver-
gréRerung) von dem korneokonjunktivalen Ubergang und der Zweite ein HPF (400-fache

VergroRRerung) von dem Ende der Kornea entfernt lag.

2.2.3.4 Immunhistochemische Féarbung

Fir die Analyse der Stammzelleigenschaften der LESC nach Re-Epithelialisierung wurden
fluoreszenzbasierte immunhistochemische Farbungen angefertigt. Die verwendeten Anti-

korper waren die Progenitorzellmarker ABCG2, p63a und CK 15, die Marker flr
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differenzierte korneale Epithelzellen CK 3 und 12 (folgend: Epithelzellmarker), der Prolife-
rationsmarker Ki67 und der Apoptosemarker Caspase 3. Diese wurden im folgenden Ver-

haltnis verwendet:

Tabelle 3: Verwendete Antikorper in den Fluoreszenzfarbungen

Antikorper Verhaltnis
ABCG2 1:30

p63a 1:50
Cytokeratin 15 1:50
Cytokeratin 3 1:30
Cytokeratin 12 1:30

Ki67 1:50
Caspase 3 1:100

Angabe der Verhaltnisse der verwendeten Antikdrper in PBS.

Im ersten Schritt erfolgte die Entparaffinierung in drei Xylolbadern mit anschlieRender Re-
Hydratisierung in einer absteigenden Alkoholreihe (99%, 90%, 70%, 50%) fur jeweils 5
min. Nach 3 min in Aqua dest. fand die hitzeinduzierte Epitop-Freilegung in einem 0,01 M
Natriumcitrat-Puffer mit 0,25% Tween-20 fur 35 min in einem Garkocher mit darauffolgen-
der Abkuhlung auf Eis fur 30 min statt. Die Schnitte wurden dreimal fir 5 min in PBS ge-
waschen. Im nachsten Schritt erfolgte die Blockierung freier Bindungsstellen zur Vermei-
dung unspezifischer Farbung. Die Blockierung der Proben fur die Farbungen mit anti-CK
15, anti-Caspase 3 und anti-Ki67 fand 60 min mit 5% Donkey Serum (DKS) angesetzt in
PBS statt. Fir die Farbungen mit anti-p63a und anti-CK 12 wurde mittels 5% DKS + 0,3%
Triton x 100 in PBS fur 30 min geblockt. Die Proben fir die Farbung mit anti-CK 3 wurden
30 min mit 5% FBS + 0,3% Triton X-100 angesetzt in PBS und die Proben fir die Farbung
mit anti-ABCG2 fir 45 min mit 5% FBS + 0,25% Triton x 100 angesetzt in PBS geblockt.
Das Triton X-100 diente hierbei der Permeabilisierung der Zellmembran, um das Eindrin-
gen der Antikorper in die Zelle zu erleichtern. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fir 5
min erfolgte die Inkubation der Schnitte mit dem Antikdrper in PBS + 2% DKS uber Nacht
bei 4°C. Die Schnitte wurden dreimal fir je 5 min in PBS gewaschen, danach erfolgte die
Inkubation mit dem Zweitantikdrper (Alexa 488, Jackson) fur 60 min. Nach erneuter Wa-
schung mit PBS wurden die Schnitte mittels Mowiol plus 4',6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) (4 pl / 2 ml) eingedeckt und bei 4°C abgedunkelt gelagert. Die Auswertung erfolgte

innerhalb einer Woche.
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2.2.3.5 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Immunhistochemisch gefarbte LESC wurden unter einem Fluoreszenzmikroskop bei 400-
facher VergréRerung gezahlt. Es wurde zwischen Zellen, die auf dem Limbus, und Zellen,
die auf der zentralen Kornea angewachsen waren, differenziert. Diese Differenzierung er-
maoglichte den Rickschluss des Einflusses des Limbus auf die Eigenschaften der LESC.
Die Abgrenzung des Limbus zur Kornea erfolgte anhand der anatomischen Struktur (Kap.
2.2.3.3). Zuerst wurde die Gesamtzellzahl pro HPF der mittels DAPI angefarbten Zellen
bestimmt. Als nachster Schritt wurden die durch den jeweiligen Antikdrper gefarbten Zellen
ausgezahlt. In ein Verhaltnis zueinander gesetzt, konnte der prozentuale Anteil der Anti-

korper-positiven Zellen von Limbus und zentraler Kornea miteinander verglichen werden.

2.2.4 Molekularbiologische Aufarbeitung

Die Untersuchung der Stammzelleigenschaften nach einer Aussaat auf dezellularisiertem
humanen oder porcinen kornealen Gewebe erfolgte zusatzlich mittels qrt-PCR. Daflr
wurde die RNA aus den LESC isoliert, in komplementare DNA (complementary DNA,
cDNA) umgeschrieben und anschlieRend fur eine gqrt-PCR benutzt.

2.2.4.1 RNA-Isolierung

Das GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit von Sigma Aldrich diente der RNA-
Isolierung. Die Durchflihrung erfolgte nach Herstellerangaben. Zentrifugiert wurde nach

jedem Schritt fur 15 Sekunden mit 16.000 rcf, falls nicht anders angegeben.

500 pl Lysis Solution, versetzt mit 2-Mercaptoethanol (10 yl / 100 ml), lysierte die Zellen,
woraufhin sie in eine Filtrationssaule Uberfuhrt wurden. Nach Zentrifugation erfolgte die
Homogenisierung der Suspension mit gleicher Menge 70%igem Ethanol in Diethylpyro-
carbonat-Wasser und die anschlieRende Uberfilhrung in die Bindungssaule sowie eine
Zentrifugation. Als nachstes wurden die Proben jeweils mit 500 pyl Wash Solution | und
zweimal mit 500 yl Wash Solution Il gewaschen mit zwischengeschalteten Zentrifugati-
onsschritten. Nach Entfernung der Wash Solution und Trockenzentrifugation der Proben
fir 1 min, 16sten 30 pl Elution Solution die RNA bei einer Zentrifugation bei 12.000 rcf fur
1 min heraus. Der Uberstand wurde erneut in die Bindungssaule gegeben und 5 pl Elution
Solution hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 5 min erfolgte die Elution der RNA
durch Zentrifugation der Proben fiir 1 min bei 12.000 rcf. Der RNA-Gehalt (in ug/ul) wurde
photometrisch (Nano-Drop ONE, Thermo Fisher Scientific) bei einer Wellenlange von 260

nm bestimmt.
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2.2.4.2 Umschreibung mRNA in cDNA

Bei dieser Reaktion werden mit Hilfe einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase (reverse
Transkriptase) DNA-Kopien (cDNA) der mRNA synthetisiert. Verwendet wurde das High-

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit von Thermo Fisher Scientific.

Die Reaktion setzt sich aus 14,20 yl RNA-Aqua dest.-Gemisch (je 0,5 ug RNA) und 5,8 pl
Master Mix zusammen. Der Master Mix bestand aus 2 pl RT Puffer, 0,8 pl dNTPs, 2 pl RT

Random Primers und 1 pl Reverse Transkriptase.

Beide Komponenten wurden in ein Reaktionsgefal uberfuhrt und in den Mastercycler (Ep-

pendorf) gegeben. Das Programm des Cyclers war wie folgt:

- 10 min bei 25°C
- 120 min bei 37°C
- 5 min bei 85°C

Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.2.4.3 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (qrt-PCR)

Mit der gqrt-PCR kann die Akkumulation amplifizierter Produkte wahrend des Reaktions-
prozesses durch die Zugabe eines fluoreszierenden Molekiils (SYBR Green) detektiert
werden. Dieser Farbstoff bindet unspezifisch an doppelstrangige DNA und emittiert Licht
der Wellenlange 522 nm nach Anregung bei 498 nm. Dieses Fluoreszenzsignal verhalt
sich proportional zur Menge an vorhandener spezifisch amplifizierter DNA. Daraus ergibt
sich, dass bei einer zunehmenden Signalstarke mehr PCR-Produkt vorhanden ist und da-
mit eine groRere Menge DNA amplifiziert wurde. Um die molekularen Eigenschaften der
LESC nach Re-Epithelialisierung zu untersuchen, wurden folgende spezifische Primer ge-
nutzt: ABCG2, p63a-1, p63a-2, CK 15 (Progenitorzellmarker), Bax (pro-apoptotisch) und
Bcl-2 (anti-apoptotisch).

Die Reaktion fand in einem Volumen von 10 pl statt. Der folgende Reaktionsansatz wurde

jeweils pipettiert:

cDNA 1ul
5-Primer 0,2 ul
3'-Primer 0,2 ul
Power SYBR Green PCR Master Mix 5ul
Nukleasefreies Wasser 3,6 pl
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Fur die Kontrollen wurden 9 ul Master Mix plus 1 pl nukleasefreies Wasser pipettiert.

Bei 95°C fur 5 min denaturierte die DNA zunachst. AnschlieRend erfolgten 40 Zyklen des

nachstehenden Reaktionsschemas:

DNA-Denaturierung 95°C, 1 min
Primerannealing 60°C, 1 min
Elongation 72°C, 30 s bis 1 min

Die Aufnahme einer Schmelzkurve von 55 - 95°C mit einer Erhéhung von 0,5°C pro 30 s
am Reaktionsende diente dem Ausschluss, dass mehr als ein Produkt amplifiziert wurde.
Um eine gleiche Ausgangsmenge an cDNA in allen Proben zu gewahrleisten, wurden alle
Werte auf ein nicht reguliertes Referenzgen normiert, in der vorliegenden Arbeit das hous-
ekeeping-Gen GAPDH.

2.2.4.4 Auswertung der qrt-PCR

Die Auswertung erfolgte mittels delta delta CT Methode. Auf Zellkulturschalen ausgesate
LESC dienten als Kontrollgruppe, auf welche die Proben normiert wurden. Die Expressio-
nen der sechs Zielgene als Zu- oder Abnahme relativ zu der Kontrolle war die Auswer-
tungsgrundlage. Bei allen Proben wurden Duplikate analysiert. Die Auswertung der Ergeb-

nisse erfolgte nach der Berechnungstabelle von Pfaffl (Pfaffl, 2001).

2.2.5 Statistische Analyse

Die Errechnung des Mittelwertes + Standardabweichung (SD) beschreibt die Streuung der
Daten. Zur Untersuchung der Signifikanz zwischen unabhangigen Proben, wurden Zwei-
stichproben-t-Tests durchgefihrt. Multiple lineare Regressionen stellen die Einflisse un-
abhangiger Variablen auf eine abhangige Variable dar. Das Signifikanzlevel betrug jeder-
zeit p <0,05.

2.2.5.1 Unabhéngige Variablen
Spezies

Spezies beschreibt den Ursprung der dezellularisierten Kornea. Diese Variable ist dekla-
riert mit 0 = human und 1 = porcin. In Versuchen mit der Kontrolle Kunststoff wurde diese

als 2 definiert.
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Kultivierungsdauer

Mit der Kultivierungsdauer werden die drei Untersuchungszeitpunkte der re-epithelialisier-
ten Korneae beschrieben. Sie umfasst 1 = D3, 2 = D7 und 3 = D21.

Kultivierungsart

Die Variable Kultivierungsart umfasst die Kultivierung der re-epithelialisierten Korneae von
dem Beginn der Re-Epithelialisierung bis zu ihrem Endzeitpunkt (siehe ,Kultivierungs-

dauer®). Sie unterscheidet zwischen 0 = konventioneller Kultivierung und 1 = ALI.

Lokalisation

Diese Variable beschreibt die untersuchte Stelle der re-epithelialisierten Kornea. Sie hat
die Auspragung 0 = Limbus und 1 = Zentrale Kornea. Dabei wurden jene Zellen zum Lim-
bus gezahlt, die von dem sichtbaren Limbusanfang (erste Krypte) bis zum korneokonjunk-

tivalen Ubergang angewachsen waren.

2.2.5.2 Abhéngige Variablen
Erfolg Re-Epithelialisierung

Diese Variable ist binar deklariert als ,erfolgreich® oder ,nicht erfolgreich®. Mit LESC re-
epithelialisierte Korneae wurden der Kategorie ,erfolgreich“ zugeordnet, wenn sie die fol-
genden mittels HE-Farbung nachweisbaren Kriterien aufwiesen: (a) eine einwandfreie De-
zellularisierung der Kornea hat stattgefunden und (b) es befinden sich Zellen im Limbus
und auf der zentralen Kornea. Re-epithelialisierte Korneae, die diese Kriterien nicht erfill-
ten, wurden der Kategorie ,nicht erfolgreich“ zugeteilt. Die Kriterien wurden mittels HE-
Farbung bewertet (Kap. 2.2.3.2). Die StichprobengroRe betragt 86. Mittels multipler linea-
rer Regression wurde sie naher untersucht. Als unabhangige Variablen dienten Spezies

und Kultivierungsart (Kap. 2.2.5.1). Folgendes Modell wurde verwendet:

Erfolg Re-Epithelialisierung = B1 x Spezies + 2 x Kultivierungsart

Epithelstratifizierung

Die Untersuchung der Anzahl der Epithelzellschichten dient der Visualisierung der Effekte
der Variablen Spezies, Kultivierungsart, Kultivierungsdauer und Lokalisation auf die Aus-

pragung der Mehrschichtigkeit. Die Daten wurden mittels HE-Farbung ermittelt (Kap.
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2.2.3.2). Sie ist metrisch skaliert, umfasst 140 Zahlpunkte von 35 Proben und hat einen
Mittelwert von 3,6 mit einem Minimum von 1 und einem Maximum von 28. Sie wurde mit-
tels t-Tests und multipler Regression untersucht. Als unabhangige Variablen wurden bei
der multiplen Regression Spezies, Kultivierungsart, Kultivierungsdauer und Lokalisation

eingesetzt (Kap. 2.2.5.1). Folgendes Modell wurde verwendet:

Epithelstratifizierung = B1 x Spezies + B2 x Kultivierungsart

+ B3 x Kultivierungsdauer + 34 x Lokalisation

Antikérper-positive Zellen

Die Variable Antikorper-positive Zellen wurde im Versuch ,Immunhistochemische Far-
bung“ (Kap. 2.2.3.4) untersucht. Sie bildet sich aus dem prozentualen Anteil der mit dem
spezifischen Antikérper angefarbten Zellen von der Gesamtzellzahl. Sie ist metrisch ska-
liert, umfasst insgesamt 490 Daten, aufgeteilt auf sieben Antikérper. Die Variable wurde
mittels t-Tests und multipler Regression tiefergehend analysiert. Als unabhangige Variab-
len wurden Spezies, Kultivierungsart, Kultivierungsdauer und Lokalisation getestet (Kap.

2.2.5.1). Folgendes Modell wurde verwendet:

Antikdrper-positive Zellen = 31 x Spezies + B2 x Kultivierungsart

+ B3 x Kultivierungsdauer + 4 x Lokalisation

Lichtabsorption

Die Variable Lichtabsorption gibt das Ergebnis des WST-1-Proliferationsassays (Kap.
2.2.2.5) wieder. Die mittels Photometer gemessene Absorption verlauft proportional zur
Verstoffwechselung der WST-1-Reagenz. Je mehr proliferierende Zellen sich im Assay
befinden, desto hdher ist die Verstoffwechselung und desto starker die Lichtabsorption
[110]. Sie ist metrisch skaliert und bezieht sich auf ein Datenset bestehend aus 36 Werten.
Der Mittelwert betragt 7,8, Minimum liegt bei 0,28, Maximum bei 27,77. Zur naheren Un-
tersuchung wurden t-Tests durchgefihrt, sowie eine multiple Regression mit den unab-
hangigen Variablen Kultivierungsdauer und Spezies, einschliellich der Auspragung

Kunststoff der Variable Spezies (Kap. 2.2.5.1). Das folgende Modell wurde angewendet:

Lichtabsorption = 31 x Spezies + 32 x Kultivierungsdauer
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n-fold

Die Variable n-fold wird im Experiment grt-PCR (Kap. 2.2.4.3) berechnet. Mittels der delta-
delta CP Methode wurde der relative Expressionsunterschied einer Probe zwischen der
Behandlung (Wachstum auf dezellularisiertem Gewebe) und der Kontrolle (Wachstum auf
Kunststoff), normalisiert zu einem Referenzgen (GAPD-H), bezogen auf eine Standard-
probe berechnet [111]. Dieser Expressionsunterschied wurde als n-fache Steigerung be-
ziehungsweise als n-fold wiedergegeben. Die Variable basiert auf einem Datenset aus 108
Daten, aufgeteilt auf sechs Zielgene. Zur Veranschaulichung der Daten wurde eine Gra-
phik (Kap. 3.4.2, Abb. 12) angefertigt.

Cr-Wert

Die Variable Ct-Wert wird im Experiment grt-PCR (Kap. 2.2.4.3) ermittelt. Der Zyklus, in
dem zum ersten Mal die Reporterfluoreszenz gréRRer als der Schwellenwert ist, wird als
threshold cycle oder Cr bezeichnet. Mit diesem kénnen die cDNA-Mengen in den ver-
schiedenen Proben miteinander verglichen werden. Ein kleiner Cr-Wert ist interpretierbar
als eine grolere Menge der Ziel-cDNA in der Probe, da nur wenige Amplifikationszyklen
notig sind, um ein ausreichend hohes Fluoreszenzsignal zu generieren. Hingegen ein gro-
Rer Cr-Wert bedeutet eine geringere Menge der Ziel-cDNA in der Probe. Das Datenset
besteht aus 216 Daten. Die Daten wurden mittels t-Tests und multipler Regression weiter-
verarbeitet. Bei der Regression wurden als unabhangige Variablen Spezies und Kultivie-

rungsdauer (Kap. 2.2.5.1) eingesetzt. Folgendes Modell wurde verwendet:

Cr-Wert = 31 x Spezies + 32 x Kultivierungsdauer
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte aufgezeigt werden, dass eine Expansion von ex-vivo kultivierten
LESC auf dezellularisiertem humanen und porcinen Limbus méglich ist. Die Tragermatri-
ces ermoglichen den Erhalt der Stammzelleigenschaften sowie der Proliferationsfunktion
(Verifizierung These 1). Es wurde nachgewiesen, dass ein Anwachsen von LESC auf de-
zellularisiertem humanen Limbus erfolgsversprechender ist als auf einem dezellularisier-
ten porcinen Limbus. Nach erfolgreicher Expansion unterscheiden sich beide Wachstums-
untergriinde nicht in Bezug auf Erhalt der Stammzell- und Proliferationsfunktion (Falsifi-
zierung erste Aussage der These 2, Verifizierung zweite Aussage der These 2). Des Wei-
teren zeigten sich keine Unterschiede in dem Erhalt der Stammzellfunktion und des
Proliferationsverhaltens durch das dezellularisierte korneale Gewebe im Vergleich mit ei-
ner 2D-Zellkulturschale (Falsifizierung These 3). Als letzter Punkt wurde nachgewiesen,
dass die Kultivierungsart keinen Unterschied in der Ausbildung eines mehrschichtigen
Epithels oder in der Erhaltung der Stammzelleigenschaften von LESC nach Aussaat auf

dezellularisiertem Limbus bewirkt (Falsifizierung These 4).

3.1 Voraussetzungen und vorwegnehmende Erlauterungen

Fir die Aussaat von LESC auf dezellularisierter Kornea wurden nur morphologisch undif-

ferenzierte Zellen verwendet, Uberprift mittels Lichtmikroskop (Abb. 6).

Kolonie limbaler epithelialer Stammzellen an Kultivierungstag 14

R e LA

Abb. 6: Dargestellt sind limbale epitheliale Stammzellen (M) an Kultivierungstag 14 und ein Feeder-
layer bestehend aus murinen, wachstumsinhibierten 3T3-Fibroblasten (). Aufnahme mittels Licht-
mikroskop (Leica) in 400-facher Vergroéfierung.

38



Ergebnisse

In die Auswertung wurden nur Korneae miteinbezogen, die erfolgreich dezellularisiert wur-
den. Dies wurde zum einen mit Hilfe der HE-Farbung bei jeder re-epithelialisierten Kornea

Uberprift, zum anderen exemplarisch mittels Feulgen-Staining (Abb. 7).

Feulgen-Staining einer re-epithelialisierten dezellularisierten porcinen Kornea

Abb. 7: Zellkerne sind rot-violett angefarbt. Erkennbar ist eine zellfreie (dezellularisierte) porcine Kor-
nea sowie eine erfolgreiche Aussaat eines Epithels. Kultivierung fir 21 Tage in konventioneller Kulti-
vierung, Aufnahme mittels Lichtmikroskop, 400x VergrofRerung.

3.2 Durchfuihrbarkeit der Re-Epithelialisierung von dezellularisiertem humanen

und porcinen Limbus mit LESC

Zur Untersuchung, ob eine Expansion von LESC auf dezellularisiertem humanen und por-
cinen Limbus méglich und miteinander vergleichbar ist (erste Aussage These 1, erste Aus-
sage These 2), wurden die in Kapitel 2.2.2.3 beschriebenen Re-Epithelialisierungen durch-
gefuhrt. Basierend auf histologischen Untersuchungen fand die Einteilung der re-epitheli-
alisierten Korneae in die Kategorien (1) ,erfolgreich® oder (2) ,nicht erfolgreich* statt (Kap.
2.2.5.2). Daraus ergab sich, dass 67% aller Re-Epithelialisierungen erfolgreich durchge-

fuhrt werden konnten.

In Abbildung 8 sind exemplarisch lichtmikroskopische Aufnahmen von HE-Farbungen je
einer dezellularisierten humanen und einer porcinen Kornea pro Untersuchungszeitpunkt
und Kultivierungsart dargestellt. Die linke Spalte der Bilder zeigt die Re-Epithelialisierung

des Limbus, die rechte Spalte die der zentralen Kornea.
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Anhand dieser Bilder kann gezeigt werden, dass eine Re-Epithelialisierung des dezellula-
risierten humanen (folgend: humane Probe) und porcinen Limbus (folgend: porcine Probe)
sowie der zentralen Kornea moglich ist. Erkennbar sind die Krypten des Limbus sowie die
Ansiedlung von Zellen in diesen. Ebenfalls zu sehen ist die Erhaltung der Epithelzellen
Uber drei Wochen sowie eine tendenzielle Steigerung der Schichtanzahl im zeitlichen Ver-

lauf (ndheres dazu Kap. 3.3).
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Re-Epithelialisierung von dezellularisierten humanen und porcinen Korneae
mit limbalen epithelialen Stammzellen

Humane Probe

Konventionelle Kultivierung
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Humane Probe

Kultivierung an der Luft-Fliissigkeits-Grenze

Tag 3

Tag 7

Tag 21
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Porcine Probe

Konventionelle Kultivierung

Tag 7

Tag 21
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Porcine Probe

Kultivierung an der Luft-Fliissigkeits-Grenze

Tag 3

Tag 7

Tag 21

Abb. 8: Darstellung der lichtmikroskopischen Aufnahmen der Hamatoxylin-Eosin-Farbung in 400x-
Vergrofierung. Pro Tabellenabschnitt wird der re-epithelialisierte Limbus (linke Spalte) und die zent-
rale Kornea (rechte Spalte) an den Kultivierungstagen Tag 3, 7 und 21 bei einer Spezies (human /
porcin) in einer Kultivierungsart (konventionell / Luft-FlUssigkeits-Grenze) dargestellt.
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Um weiterfuhrend den Einfluss einer humanen und einer porcinen dezellularisierten Kor-
nea auf das Ergebnis der Re-Epithelialisierung zu untersuchen, wurde die Einteilung in die
oben genannten Kategorien mit der weiteren Unterscheidung nach Spezies und Kultivie-
rungsart vorgenommen. Dies zeigte, dass ungefahr 85% der Re-Epithelialisierungen auf
humaner Matrix und ungefahr 56% der Versuche auf porciner Matrix in die Kategorie ,er-

folgreich® eingestuft werden konnten.

Tabelle 4: Erfolgsrate der Expansion von limbalen epithelialen Stammzellen
auf dezellularisiertem humanen und porcinen Limbus

Erfolgreich Nicht erfolgreich
Spezies Human Porcin Human Porcin
Ko_nventlonelle Kul- 14 17 3 11
tivierung
Kultivierung an der
Luft-Fliissigkeits- 15 12 2 12
Grenze
Insgesamt 29 (85,3%) 29 (55,8%) 5(14,7%) 23 (44,2%)

Die Prozentangaben beziehen sich auf den Anteil der in diese Kategorie eingestuften Re-Epitheliali-
sierungen an allen Re-Epithelialisierungen einer Spezies unabhangig von der Kultivierungsart.

Eine logistische Regression diente der Quantifizierung des Einflusses. Als abhangige Va-
riable wurde der Erfolg der Re-Epithelialisierung (Kap. 2.2.5.2) verwendet, als unabhan-
gige Variablen dienten Spezies und Kultivierungsart (Kap. 2.2.5.1). Folgendes Modell

wurde verwendet:
Erfolg Re-Epithelialisierung = B1 x Spezies + B2 x Kultivierungsart

Hier stellte sich ein signifikant positiver Effekt humaner Korneae auf den erfolgreichen
Ausgang der Re-Epithelialisierung im Vergleich zu porcinen Korneae dar (B(spezies) = -
1,537, p(spezies) = ,006). Ein Einfluss der Kultivierungsart war nicht signifikant (Buttivierungsart)
= -,208, p(kuttivierungsart) = ,668).

Es wurde aufgezeigt, dass eine ex-vivo Kultivierung von humanen LESC auf dezellulari-
siertem humanen und porcinen Limbus mdglich ist (Verifizierung erste Aussage These 1),
wobei das Anwachsen der Zellen auf einer humanen Probe erfolgsversprechender ist als

auf einer porcinen Probe (Falsifizierung erste Aussage These 2).
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3.3 Mehrschichtigkeit des neuen kornealen Epithels

Um die Ausbildung einer Mehrschichtigkeit des kornealen Epithels zu untersuchen, wur-
den die Zellschichten an allen drei Untersuchungszeitpunkten ausgezahlt (Kap. 2.2.3.3).
Unterschieden wurde dabei die Lokalisation der Zellen im Limbus und auf der zentralen
Kornea. Dies dient der Frage nach einer positiven Auswirkung des ALI auf die Ausbildung

von Mehrschichtigkeit (erste Aussage These 4).

In Abbildung 9 werden die Mittelwerte £ SD der Schichtanzahl des neuen Epithels, aus-
gesat auf eine dezellularisierte humane oder porcine Kornea, unterteilt in Spezies, Kulti-

vierungsart und Lokalisation in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt.
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Zeitlicher Verlauf der Ausbildung von Mehrschichtigkeit des neuen Epithels

Konventionelle Kultivierung Luft-Fllssigkeits-Grenze
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Abb. 9: Dezellularisierte humane und porcine Korneae wurden mit limbalen epithelialen Stammzellen
re-epithelialisiert, in konventioneller Kultivierung oder in einer Luft-Flussigkeits-Grenze inkubiert und
an den Tagen 3, 7 und 21 untersucht. Mittels HE-Farbung wurde die Epithelzellschichtanzahl im Lim-
bus sowie auf der zentralen Kornea ausgezahlt und abhangig von der Spezies und Kultivierungsart als
Mittelwerte (+ SD) in einem zeitlichen Verlauf dargestellt.

Ein Anstieg der Schichtanzahl zwischen Tag 3 und Tag 7 konnte unabhangig von Spezies,
Kultivierungsart und Lokalisation der Zellen nachgewiesen werden (1(90) =
-3,678, p = <,001). Als signifikant wurde die steigende Schichtanzahl im humanen Limbus
bis Tag 7 unter beiden Kultivierungsarten detektiert (Konventionelle Kultivierung, human,
Limbus, D3 — D7: t(10) = -2,702; p = ,022; ALI, human, Limbus, D3 — D7: t(10) = -2,314,
p =,043). Eine signifikante Erhéhung der Schichtanzahl Gber einen Zeitraum von 21 Tagen
wurde im humanen Limbus unter beiden Kultivierungsarten sowie fir die humane zentrale
Kornea unter ALI-Bedingungen nachgewiesen (Human, D3 — D21: Konventionelle Kulti-
vierung, Limbus: t(10) = -2,423, p = ,036; ALI, Limbus: t(10) = -2,274, p = ,046; ALI,
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Zentrale Kornea: t(10) =-2,331, p =,042). Weitere signifikante Steigerungen der Schichten

konnten nicht nachgewiesen werden (Anhang, Kap. 6.3).

In Abbildung 9 sind weitere Tendenzen erkennbar, die trotz fehlender Signifikanz nachste-
hend erwahnt werden (Anhang, Kap. 6.3). Trotz insgesamter Steigerung der Schichtan-
zahl Uber einen Zeitraum von drei Wochen, ist ein Abfall der Schichten zwischen Tag 7
und 21 auf beiden Spezies unter beiden Kultivierungsarten zu erkennen. Eine Ausnahme
stellen hierbei jeweils der humane und porcine Limbus unter ALI dar; dort steigen die Zell-

schichten von Tag 7 zu Tag 21.

In einem weiterflhrenden Schritt wurde eine Analyse der méglichen, fir die Ausbildung
einer Mehrschichtigkeit verantwortlichen Faktoren durchgefiihrt (Tab. 5). Als abhangige
Variable wurde die Epithelstratifizierung (Kap. 2.2.5.2), als unabhangige Variablen Spe-
zies, Kultivierungsart, Kultivierungsdauer und Lokalisation eingesetzt (Kap. 2.2.5.1). Fol-

gendes Modell wurde verwendet:

Epithelstratifizierung = B1 x Spezies + B2 x Kultivierungsart

+ B3 x Kultivierungsdauer + 34 x Lokalisation

Tabelle 5: Einflussfaktoren auf die Ausbildung von Mehrschichtigkeit
Regressionskoeffizient B p-Wert 95%-KI

Spezies ,582 ,320 [-,5670; 1,733]
Kultivierungsart -,530 ,365 [-1,681; ,622]
Kultivierungsdauer 1,126 ,002 [,416; 1,837]
Lokalisation - 771 ,187 [-1,921; ,379]

Untersucht wurde der Einfluss von Spezies, Kultivierungsart, Kultivierungsdauer und Lokalisation
auf die Ausbildung eines mehrschichtigen Epithels durch LESC, ausgesat auf dezellularisierte hu-
mane oder porcine Korneae. Datenerhebung mittels multipler linearer Regression. (R? =,091, p <
,05)

Die Kultivierungsdauer Ubt den starksten Einfluss auf die Ausbildung der Mehrschichtigkeit
aus. Je langer die re-epithelialisierten Korneae kultiviert wurden, desto mehr Schichten
bildete das Epithel aus (Buttivierungsdauer) = 1,126). Dieser Effekt konnte als signifikant nach-
gewiesen werden (p(kuttivierungsdauer) = ,002). Die Variablen Spezies und Kultivierungsart tb-
ten keinen signifikanten Unterschied auf die Ausbildung von Mehrschichtigkeit aus (B(spe-
zies) = ,582, P(spezies) = ,320; B(kultivierungsart) = =,530, P(kultivierungsart) = ,365). Auch der Effekt der

Variable Lokalisation war nicht signifikant belegbar (B okatisation) = =, 771, P(Lokalisation) = ,187).
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Allerdings zeigte sich eine Tendenz zu einer geringeren Schichtdicke, wenn die Stamm-

zellen auf der zentralen Kornea und nicht auf dem Limbus wuchsen.

Als Ergebnis wird die erste Aussage von These 4 falsifiziert, da ein ALI die Ausbildung
einer Mehrschichtigkeit des neuen Epithels nicht belegbar begunstigt, sondern die Kulti-

vierungsdauer als signifikanter Einfluss detektiert wurde.

3.4 Erhalt der Progenitorzelleigenschaften
3.4.1 Immunhistochemische Farbung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen der re-epithelialisierten, dezellu-
larisierten Korneae diente der Analyse des Erhalts der Stammzelleigenschaften nach Aus-
saat auf dezellularisiertem Limbus und somit der Uberpriifung der darauf bezugnehmen-
den Aussagen von Thesen 1, 2, 3 und 4. Untersucht wurden die Proteine ABCG2, p63a,
CK 3, 12 und 15, Ki67 und Caspase 3. Die Anzahl der antikérper-positiven Zellen wurde
in ein Verhaltnis mit der Gesamtzellzahl gesetzt (ermittelt mittels Auszahlung nach Far-
bung mit DAPI) mit Unterscheidung zwischen Zellen, die im Limbus und Zellen, die auf der

zentralen Kornea lagen.

Lichtmikroskopische Aufnahmen der immunhistochemischen Farbungen werden folgend
abgebildet (Abb. 10). Zu sehen sind alle untersuchten Marker in einer Gegenulberstellung
zwischen Limbus und zentraler Kornea am jeweils gleichen Zeitpunkt. Die Aufnahmen sol-
len einen Eindruck tber die Ergebnisse geben. Aus Ubersichtsgriinden konnte nicht jeder
Marker an jedem Zeitpunkt in jeder Kultivierungsart bei jeder Spezies dargestellt werden.
Deswegen wurden exemplarisch die folgenden Aufnahmen ausgewahlt, um ein breites
Spektrum der Ergebnisse abzubilden. Zu erkennen ist die erfolgreiche Re-Epithelialisie-
rung des dezellularisierten Limbus sowie der zentralen Kornea. In den Krypten des Limbus
finden sich sowohl progenitorzellmarker-positive Zellen als auch welche, die positiv fur die
Marker von differenzierten kornealen Epithelzellen sind. In den folgenden Abschnitten wird

auf die Auswertung dieser Farbungen eingegangen.
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Fluoreszenzfarbungen limbaler epithelialer Stammzellen nach Aussaat auf de-
zellularisierter humaner oder porciner Kornea

ABCG2

50 pm

Tag 3, KK, porciner Limbus Tag 3, KK, humane zentrale Kornea

Tag 7, KK, humaner Limbus Tag 7, KK, humane zentrale Kornea

Tag 7, KK, porciner Limbus Tag 7, KK, porcine zentrale Kornea
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50 pm

Tag 21, ALlI, porciner Limbus Tag 21, ALI, humane zentrale Kornea

Tag 21, KK, humaner Limbus Tag 21, KK, humane zentrale Kornea

p63a

Tag 3, KK, porciner Limbus Tag 3, KK, porcine zentrale Kornea
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Tag 21, KK, humaner Limbus Tag 21, KK, humane zentrale Kornea

Cytokeratin 15

Tag 3, KK, humaner Limbus Tag 3, KK, humane zentrale Kornea

Tag 3, ALI, porciner Limbus Tag 3, KK, porcine zentrale Kornea
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Tag 7, KK, humaner Limbus Tag 7, KK, porcine zentrale Kornea

Tag 21, ALlI, porciner Limbus Tag 21, ALI, humane zentrale Kornea

Tag 21, KK, porciner Limbus Tag 21, KK, porcine zentrale Kornea
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50 pym

Tag 21, KK, humaner Limbus Tag 21, KK, humane zentrale Kornea

Ki67

Tag 3, KK, porciner Limbus Tag 3, KK, porcine zentrale Kornea

Tag 3, KK, humaner Limbus Tag 3, KK, humane zentrale Kornea
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Tag 7, KK, porciner Limbus Tag 7, KK, porcine zentrale Kornea

Tag 21, KK, humaner Limbus Tag 21, ALlI, porcine zentrale Kornea

Cytokeratin 12

Tag 3, ALI, porciner Limbus Tag 3, ALI, porcine zentrale Kornea
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50 pm

Tag 7, ALIl, humaner Limbus Tag 7, ALI, humane zentrale Kornea

50 um

Tag 21, KK, porciner Limbus Tag 21, KK, porcine zentrale Kornea

Cytokeratin 3

50 pm

Tag 7, ALIl, humaner Limbus Tag 7, KK, humane zentrale Kornea

56



Ergebnisse

50 pm

Tag 21, KK, humaner Limbus Tag 21, KK, humane zentrale Kornea

Caspase 3

Tag 3, KK, porciner Limbus Tag 3, KK, porcine zentrale Kornea

50 pm

Tag 7, KK, porciner Limbus Tag 7, KK, humane zentrale Kornea
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50 pm

Tag 21, ALlI, porciner Limbus Tag 21, KK, humane zentrale Kornea

Abb. 10: Dezellularisierte und mit limbalen epithelialen Stammzellen re-epithelialisierte humane und
porcine Korneae. ABCG2, p63a, Cytokeratin 3, 12 und 15, Ki67 und Caspase 3 wurden detektiert.
Linke Spalte: Limbus; rechte Spalte: zentrale Kornea. KK: Konventionelle Kultivierung, ALI: Luft-
Fllssigkeits-Grenze (air liquid interface). Zellkerne sind mittels DAPI blau, antikérper-positive Zellen
grun gefarbt. Aufnahme mittels Lichtmikroskop in 400x-VergréRerung.
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In der folgenden Abbildung werden die prozentualen Anteile der antikérper-positiven Zel-
len an den Zeitpunkten Tag 3, 7 und 21, aufgeteilt nach Spezies, Kultivierungsart und

Lokalisation, dargestellt.

Proteinexpression von LESC nach Re-Epithelialisierung auf dezellularisierter
humaner oder porciner Kornea
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Humane Proben

Porcine Proben

Cytokeratin 15
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Humane Proben Porcine Proben
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Abb. 11: Dargestellt sind die prozentualen Anteile (+ SD) der antikdrper-positiven Zellen an der Ge-
samtzellzahl nach Re-Epithelialisierung auf dezellularisierter humaner oder porciner Kornea und Kul-
tivierung fur 3, 7 oder 21 Tage. Untersucht wurden ABCG2, p63a, Cytokeratin 3, 12 und 15, Ki67 und
Caspase 3. Aufgetragen sind die prozentualen Anteile im Verlauf von Tag 3, 7 und 21 in konventio-
neller Kultivierung (KK) und in einer Luft-FlUssigkeits-Grenze (air liquid interface, ALl), aufgeteilt in
Limbus und zentrale Kornea. Datenerhebung mittels Fluoreszenzfarbungen.

Um zu Uberprufen, welche Faktoren einen Einfluss auf die Expression der Proteine und
somit den Erhalt der Stammzelleigenschaften ausiben, wurde jeweils eine multiple Re-
gression pro Protein durchgefiihrt. Die antikdrper-positiven Zellen dienten als abhangige
Variable (Kap. 2.2.5.2), die Variablen Spezies, Kultivierungsart, Kultivierungsdauer und
Lokalisation wurden als unabhangige Variablen getestet (Kap. 2.2.5.1). Folgendes Modell

wurde verwendet:

Antikdrper-positive Zellen = B4 x Spezies + B2 x Kultivierungsart

+ B3 x Kultivierungsdauer + B4 x Lokalisation

Die detaillierten Ergebnisse finden sich im Anhang (Kap. 6.4). Einen signifikanten Einfluss

Ubte die Kultivierungsdauer auf die Expression von Ki67 aus. Je langer die Korneae

61



Ergebnisse

kultiviert wurden, desto weniger Ki67-positive Zellen wurden detektiert (Bkuttivierungsdaver = -
,155, prkuttivierungsdauer < ,001). Auf die Expression der Progenitorzell- und Epithelzellproteine
hat sie sich nicht signifikant ausgetbt. CK 3 wurde signifikant weniger von Zellen aus einer
porcinen Probe exprimiert als von Zellen aus einer humanen Probe (Bspezies = -,159, Pspezies
=,002).

Um die Erhaltung der Stammzelleigenschaften besser zu quantifizieren, wurde die Ex-
pression der Progenitorzellmarker tGber einen Zeitraum von drei Wochen untersucht. Daflr
wurden Mittelwertvergleiche zwischen der Expression der Marker an Tag 3 und an Tag 21
angefertigt (Anhang, Kap. 6.5). Eine gleichbleibende Expressionsstarke der Progenitor-
zellmarker ABCG2, p63a und CK 15 Gber drei Wochen wurde detektiert. Auch bei isolierter
Betrachtung des Limbus fand eine Detektion dieser Marker an Tag 21 in gleicher Starke
wie an Tag 3 statt (Anhang, Kap. 6.5). So war in den humanen Proben der durchschnittli-
che Anteil der antikdrper-positiven Zellen an Tag 21 im Limbus fir ABCG2 71% % 14%,
fir p63a 10% + 8% und fir CK 15 49,5% + 16% (Tab. 6). Fur die porcinen Proben lag der
Anteil fir ABCG2 bei 81% + 5%, fir p63a bei 29,2% + 15% und fir CK 15 bei 28,5% +
15% (Tab. 6). Die Expressionsstarke fir die Epithelzellmarker CK 3 und 12 blieb Uber
einen Zeitraum von drei Wochen gleich (Anhang, Kap. 6.5 und Tab. 6). An Tag 21 betrug
der durchschnittliche Anteil der antikorper-positiven Zellen im Limbus fir CK 3 23,8% +
13% (humane Proben) beziehungsweise 1,9% + 2% (porcine Proben) und fir CK12 2% +
2% (humane Proben) und 3,3% + 3% (porcine Proben) (Tab. 6). Ebenfalls wurde kein
Anstieg der Expression des apoptotischen Markers Caspase 3 uber drei Wochen detek-
tiert (Anhang, Kap. 6.5 und Tab. 6). In der Expression des Proliferationsmarkers Ki67
zeigte sich in den humanen Proben eine unveranderte Expressionsstarke uber drei Wo-
chen (Anhang, Kap. 6.5 und Tab. 6). In den porcinen Proben hingegen kam es im Limbus
und auf der zentralen Kornea zu einem signifikanten Abfall der Expression an Tag 21 im
Vergleich zu Tag 3 (Limbus: t(9) = 3,292, p =,009; Zentrale Kornea: t(9) = 3,379, p =,008).
Dies entspricht im Limbus einem Abfall von 89,48% und in der zentralen Kornea von
86,72%. Die auf den Erhalt der Stammzelleigenschaften bezogene Aussage der These 1
wird verifiziert, da die Stammzelleigenschaften der LESC durch die Kultivierung auf dezel-
lularisiertem humanen oder porcinen Limbus erhalten bleiben und eine Ausdifferenzierung

zu Epithelzellen verhindert werden konnte.
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Tabelle 6: Mittelwerte der antikorper-positiven Zellen im Limbus im Zeitverlauf

D3 D7 D21
ABCG2 Human 60,6% * 15% 78,6% £ 11% 71% £ 14%
Porcin 58,2% + 15% 64% + 17% 81% = 5%
p63a Human 19,3% + 10% 10,7% + 6% 10% + 8%
Porcin 17,4% + 9% 10% + 9% 29,2% + 15%
Cytokeratin 15 Human 35,6% £ 13% 48,9% + 16% 49,5% + 16%
Porcin 33,7% £ 15% 11,9% £ 10% 28,5% £ 15%
Ki67 Human 32,6% £ 12% 52,3% £ 13% 24,3% £ 15%
Porcin 60,3% £ 16% 50,4% £ 10% 7,2% £ 5%
Cytokeratin 12 Human 0% 6,7% + 6% 2% * 2%
Porcin 5,7% £ 4% 0% 3,3% £ 3%
Cytokeratin 3 Human 5,2% + 5% 24,6% + 10% 23,8% + 13%
Porcin 0,6% + 1% 4,9% + 5% 1,9% + 2%
Caspase 3 Human 0,7% 1% 3,1% £ 1% 3,1% £ 2%
Porcin 7,4% £ 3% 1,5% + 1% 0,4% + 0%

Dargestellt als Mittelwerte + Standardabweichung sind die prozentualen Anteile der antikérper-positiven
Zellen an der Gesamtzahl der Zellen, die sich in einem dezellularisierten humanen oder porcinen Limbus
befinden. Untersucht wurden die Tage 3, 7 und 21. Datenerhebung mittels immunhistochemischer Far-
bungen.

Um einen Unterschied zwischen dem dezellularisierten Limbus und der dezellularisierten
zentralen Kornea bezlglich des Stammzellerhalts zu analysieren, wurde die Expression
der Proteine an Tag 7 und 21 zwischen beiden Lokalisationen verglichen. Es konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Expression der Progenitorzell- sowie Epithelzell-
marker nachgewiesen werden (Anhang, Kap. 6.5). Ebenfalls konnte ein Erhalt der Stamm-
zelleigenschaften auf der zentralen Kornea durch einen fehlenden Abfall der Progenitor-
zellmarker sowie einen fehlenden Anstieg der Epithelzellmarker tber drei Wochen nach-
gewiesen werden. Dies unterstutzt die Ergebnisse aus der oben aufgefliihrten Regression,
die keinen Einfluss der Lokalisation auf die Proteinexpression detektieren (Anhang, Kap.
6.4). Der dezellularisierte Limbus erhielt die Stammzelleigenschaften vergleichbar mit der

zentralen Kornea.
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These 4 befasst sich mit der Frage, ob die Kultivierungsart einen Unterschied im Erhalt
der Stammzelleigenschaften bedingt. Es wurden Mittelwertvergleiche angefertigt, die die
Proteinexpressionen abhangig von der Kultivierungsart miteinander verglichen. Dabei
wurden die humanen und die porcinen Proben getrennt voneinander betrachtet (Anhang,
Kap. 6.5). Es wurde festgestellt, dass sich die Zellen aus den beiden Kultivierungsarten in

Bezug auf die Proteinexpressionen vergleichbar verhielten.

Die Kultivierungsarten zeigten bei Ki67 in beiden Proben unterschiedliche Einflisse. Wah-
rend in der porcinen Probe die Expressionsstarke sowohl an Tag 7 als auch an Tag 21
unter beiden Kultivierungsbedingungen gleich hoch war, zeigte sich in den humanen Pro-
ben an Tag 21 eine starkere Expression von Ki67 von Zellen aus einem ALI (D21, human:
t(10) = -2,348, p = ,041). Somit bewirkte ein ALI bei LESC gewachsen auf einer dezellula-
risierten humanen Kornea einen positiven Effekt auf das Proliferationspotential. Auf die
Expression von Caspase 3 waren die Einflisse der beiden Kultivierungsarten miteinander
vergleichbar. An Tag 21 konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen gefun-
den werden (human: t(10) = -,635, p = ,540; porcin: t(10) = -1,716, p = ,117). Auch ist der
in Abbildung 10 zu vermutende Anstieg von Caspase 3 zwischen Tag 7 und Tag 21 in der
humanen Probe aus einem ALl statistisch nicht nachweisbar (D7 — D21: t(19) = -1,245,
p =,245). Der Progenitorzellmarker CK 15 wurde abhangig von der Kultivierungsart nicht
signifikant unterschiedlich exprimiert. Seine Expression war an den Tagen 7 und 21 bei
beiden Spezies in beiden Kultivierungsarten gleich stark (Anhang, Kap. 6.5). Auch bei den
Progenitorzellmarkern ABCG2 und p63a hatte die Kultivierungsart keinen Einfluss auf de-
ren Expression in den humanen Proben. Bei den porcinen Proben hingegen zeigte sich
an Tag 7 eine gesteigerte Expression von ABCG2 bei LESC aus einem ALI im Vergleich
zu der konventionellen Kultivierung (ABCG2, D7: t(10) = -2,693, p = ,023). An Tag 21
wurde ein Unterschied des Markers p63a ebenfalls in den porcinen Proben festgestellt.
Hier war eine gesteigerte Expression bei den Proben aus einem ALI verglichen mit einer
konventionellen Kultivierung festzustellen (p63a, D21: t(10) = -2,570, p = ,011). Auch die
Epithelzellmarker CK 3 und 12 wurden von der Kultivierungsart unterschiedlich beein-
flusst. Dabei wies CK 12 keine Beeinflussung in der Expression durch unterschiedliche
Kultivierungsarten auf. Die Expressionsstarke war in beiden Proben zwischen den Kulti-
vierungsarten uber 21 Tage miteinander vergleichbar. CK 3 hingegen wurde in der huma-
nen Probe an Tag 21 signifikant mehr exprimiert, wenn die Zellen unter ALI-Bedingungen
kultiviert wurden (t(10) = -2,797, p = ,019). Bei der porcinen Probe zeigten sich hier hinge-
gen keine Unterschiede (1(10) = -1,146, p =,279). Die oben aufgefiihrte Regression wies

der Kultivierungsart keinen signifikanten Einfluss in der Expression der Progenitor- und
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Epithelzellmarker zu. Somit kann These 4 nicht vollstandig angenommen werden. Jedoch
konnte in Gesamtschau mit den Ergebnissen der Mittelwertvergleiche gezeigt werden,
dass eine Kultivierung von LESC auf einer dezellularisierten porcinen Kornea in ALI eher
zu einem Erhalt der Progenitoreigenschaften fuhrt durch eine héhere Expression von
ABCG2 und p63a. In den humanen Proben stellten sich keine Unterschiede in den Proge-
nitoreigenschaften dar, jedoch wurde eine vermehrte Expression des Epithelzellmarkers
CK 3 unter ALI detektiert.

Als nachster Schritt wurden der dezellularisierte humane und porcine Limbus in Bezug auf
den Erhalt der Stammzell- und Proliferationseigenschaften von ex-vivo kultivierten huma-
nen LESC verglichen (zweite Aussage der These 2). Es konnten keine Unterschiede zwi-
schen dem humanen und porcinen Limbus in der Anzahl der positiv gefarbten Zellen in
Bezug auf die Progenitorzelleigenschaften, die Proliferation oder die Apoptose mittels Re-
gression detektiert werden (Anhang, Kap. 6.4). Um dies weiter zu untersuchen, wurde die
Anzahl der positiv gefarbten Zellen im humanen Limbus und im porcinen Limbus an den
Tagen 7 und 21 miteinander verglichen. Es wurden keine signifikanten Unterschiede ge-
funden (Anhang, Kap. 6.5). Der Erhalt der Stammzelleigenschaften ist auf dezellularisier-
tem porcinen Limbus vergleichbar gut wie auf dezellularisierten humanen Limbus (Verifi-
zierung der zweiten Aussage der These 2). Es konnte kein Unterschied in der Expression
von Ki67 und Caspase 3 zwischen beiden Proben festgestellt werden. Der Erhalt der

Proliferationsfahigkeit wird in Kapitel 3.5 tiefergehend untersucht.

In dem Experiment konnte im Ergebnis nachgewiesen werden, dass der humane und por-
cine dezellularisierte Limbus gleichermalien die Stammzelleigenschaften Uber einen Zeit-
raum von drei Wochen erhalten und dies vergleichbar mit der dezellularisierten zentralen
Kornea tun. Es zeigten sich keine Unterschiede zwischen Limbus und zentraler Kornea in
Bezug auf die Eigenschaften der LESC. Es wurde ein positiver Effekt des ALI bei porcinen
Proben durch vermehrte Expression der Progenitormarker ABCG2 und p63a detektiert.
Gleichzeitig wurden in den humanen Proben CK3 an Tag 7 und Ki67 an Tag 21 vermehrt

exprimiert.

3.4.2 quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

In These 3 wurde die Vermutung aufgestellt, dass die Stammzell- und Proliferationseigen-
schaften durch Expansion auf dezellularisiertem Gewebe besser als auf Kunststoff einer
Multi-Well-Platte erhalten werden. Zur Uberpriifung dieser Annahmen wurden die Expres-

sion der Progenitorzellmarker mittels qrt-PCR untersucht. Verglichen wurden die
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Expressionen von sechs Markern (die Progenitorzellmarker ABCG2, p63a-1, p63a-2 und
CK 15, der anti-apoptotische Marker Bcl-2 und der pro-apoptotische Marker Bax) in LESC
nach Wachstum auf einer humanen oder porcinen dezellularisierten Kornea mit LESC
nach Wachstum auf dem Kunststoff einer herkémmlichen Multi-Well-Platte (folgend: Kon-

trolle).

Um die Einflisse der Faktoren Spezies und Kultivierungsdauer auf den Erhalt der Stamm-
zelleigenschaften quantifizieren zu kdnnen, wurde eine multiple Regression fur jedes Gen
durchgefiihrt. Die abhangige Variable war der Cr-Wert der Proben (Kap. 2.2.5.2), die un-
abhangigen Variablen waren Spezies und Kultivierungsdauer (Kap. 2.2.5.1). Folgendes

Modell wurde verwendet:
Cr-Wert = 31 x Spezies + 32 x Kultivierungsdauer

Die detaillierten Ergebnisse finden sich im Anhang (Kap. 6.6). Bis auf p63a wurde jedes
Gen von der Kultivierungsdauer signifikant beeinflusst. Je langer die Zellen auf den Pro-
ben oder der Kontrolle kultiviert wurden, desto weniger Ziel-DNA war vorhanden. Der als
nicht signifikant nachgewiesene Einfluss der Spezies zeigt, dass die humane dezellulari-
sierte Kornea zum einen vergleichbar mit der porcinen Kornea ist, zum anderen sich beide
nicht von der Kontrolle als Wachstumsuntergrund bezuglich des Erhalts der Stammzellei-

genschaften unterscheiden.

Um das Ergebnis der Regression tiefergehend zu untersuchen, wurden die Expressionen
der Gene zwischen Proben und Kontrolle in ein Verhaltnis gesetzt (Kap. 2.2.4.2). Diese
relativen Expressionsunterschiede wurden in Abbildung 12 im zeitlichen Verlauf aufgetra-
gen, dabei wurden die Zeitpunkte Tag 3, 7 und 21 untersucht. Pro Diagramm ist der rela-
tive Expressionsunterschied eines Gens zwischen der porcinen sowie der humanen Probe

mit der Kontrolle dargestellt.
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Relative Gen-Expressionsunterschiede von Stammzellen gewachsen auf de-
zellularisierter Kornea oder Kunststoff
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Abb. 12: Dargestellt sind die relativen Expressionsunterschieden der Gene ABCG2, p63a-1, p63a-2,
Cytokeratin 15, Bcl-2 und Bax zwischen limbalen epithelialen Stammzellen gewachsen auf dezellula-
risierter humaner oder porciner Kornea und gewachsen auf Kunststoff einer herkdmmlichen Zellkul-
turschale. Aufgetragen sind diese als Mittelwerte (+ SD) im Verlauf von Tag 3, Tag 7 und Tag 21 einer
humanen und einer porcinen Probe. Datenerhebung mittels quantitativer Echtzeit-PCR.

In Abbildung 12 sind Trends zu erkennen, eine Signifikanztestung mittels t-Test hingegen
ergab keine eindeutige Signifikanz bei der Untersuchung der Expressionsunterschiede
zwischen Proben und Kontrolle (Anhang, Kap. 6.7). Diese Tendenzen werden dennoch
folgend dargestellt. Die humane und die porcine Probe scheinen gegensatzliche Einflisse
auf die Expression der Zielgene auszulben. Es zeigt sich eine Tendenz dahingehend,
dass bei der humanen Probe an Tag 7 eine deutliche relativ erhéhte Expression aller Gene

gegenuber der Kontrolle besteht. An Tag 21 sinkt diese stark erhdhte Expression auf ein
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niedrigeres Niveau, besteht aber weiterhin. Besonders ist dies bei den Progenitorzellmar-
kern ABCG2 (D7: 11,8 £ 15,1 — D21: 4,4 + 4,5), p63a-2 (D7: 3,8 + 5,3 — D21: 4,6 * 6),
und CK 15 (D7: 15,2+ 12, 4 — D21: 6,6 + 6,8) zu erkennen. Aber auch der anti-apoptoti-
sche Marker Bax wird ab Tag 7 deutlich mehr von der humanen Probe exprimiert als von
der Kontrolle (D7: 24,9 + 29,6 — D21: 13,1 £ 17,4). In der porcinen Probe hingegen gibt
es eine erhohte Expression der Gene gegenuber der Kontrolle bis Tag 21, welche ab Tag
7 nur noch minimal zu detektieren ist. Eine Ausnahme stellt hier der anti-apoptotische
Marker Bcl-2 dar, der an Tag 21 eine gesteigerte Expression in der Probe aufweist (D21:
13,3+ 17,9).

Ein Unterschied im Stammzellerhalt von LESC durch eine Kultivierung auf einem dezellu-
larisierten Limbus im Vergleich mit einer 2D-Zellkulturschale konnte nicht nachgewiesen
werden, somit wird die erste Aussage der These 3 falsifiziert. Allerdings zeigte sich die
Tendenz, dass es eine relativ erhéhte Expression aller Gene bei der humanen und porci-

nen Probe gegenuber der Kontrolle gibt.

3.5 Proliferationseinfluss durch die Tragermatrix - Vergleich zwischen dezellu-

larisierten Korneae und Kunststoff

Im nachsten Schritt wurde untersucht, wie sich das Proliferationsverhalten von LESC auf
dezellularisiertem Gewebe in einem Zeitraum von drei Wochen verandert. Dies wurde ver-
glichen mit dem Proliferationsverhalten von LESC gewachsen auf einer herkdémmlichen
2D-Multi-Well-Platte (These 3). Ein WST-1-Proliferationsassay diente der Datenerhebung
(Kap. 2.2.2.5).

In Abbildung 13 wird das Proliferationsverhalten von LESC, ausgesat auf humaner oder
porciner dezellularisierter Kornea oder auf dem Kunststoff einer Multi-Well-Platte (im Fol-
genden: Kontrolle) dargestellt. Aufgetragen auf die Untersuchungszeitpunkte Tag 3, 7 und

21 ergeben sich hierbei relative Wachstumskurven.
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Relative Wachstumskurven von LESC gemessen im WST-1-Proliferationsas-
say uber 21 Tage
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Abb. 13: Dargestellt sind die Ergebnisse aus einem WST-1-Proliferationsassay. Die gemessene Lich-
tabsorption verlauft proportional zur Anzahl proliferierender Zellen. Zu sehen sind die Mittelwerte (+
SD) der Lichtabsorption normiert auf DO (y-Achse) von limbalen epithelialen Stammzellen, ausgesat
auf humane dezellularisierte Korneae (1) oder porcine dezellularisierte Korneae (2) im Vergleich mit
auf Kunststoff ausgesaten LESC. Sie sind aufgetragen entlang der Zeitpunkte Tag 3, 7 und 21 und
sind als relative Wachstumskurven zu interpretieren.

Mittels Mittelwertvergleich konnte signifikant nachgewiesen werden, dass die LESC der
humanen sowie der porcinen Probe bis Tag 21 steigend proliferieren (D3 — D21: Human:
t(4) = -2,797, p = ,049; Porcin: t(4) = -6,323, p = ,003). Auch die LESC der Kontrolle stei-
gern ihr Proliferationspotential bis Tag 21 (t(10) = -5,239, p =,002).

Um diesen Effekt greifbarer zu machen, wurde eine multiple Regression durchgefihrt. Als
abhangige Variable wurde die gemessene Lichtabsorption verwendet (Kap. 2.2.5.2), als
unabhangige Variablen dienten Spezies und Kultivierungsdauer (Kap. 2.2.5.1). Das fol-

gende Modell wurde angewendet:

Lichtabsorption = 31 x Spezies + 32 x Kultivierungsdauer
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Hieraus ergab sich ebenfalls ein signifikanter Einfluss der Kultivierungsdauer auf das
Proliferationsverhalten (Bauttivierungsdauer) = 7,186, P(kultivierungsdauer) < ,001). Das positive B be-
schreibt hierbei den Effekt, dass die Lichtabsorption starker und damit die Anzahl der vi-
talen Zellen hoher wurde, je langer die re-epithelialisierten Korneae kultiviert wurden. Ei-
nen Einfluss der Spezies des Wachstumsuntergrunds auf die Proliferation der LESC
konnte nicht nachgewiesen werden (B(spezies) = ,985, P(spezies) = ,293). Diese Aussage stit-
zend, zeigte ein Mittelwertvergleich keine signifikanten Unterschiede im Proliferationsver-
halten zwischen den Proben untereinander und im Vergleich mit der Kontrolle an Tag 7
und Tag 21 (Anhang, Kap. 6.8). Dennoch ist an Abbildung 12 die Tendenz zu erkennen,
dass an Tag 21 die LESC der porcinen Probe ein starkeres Wachstumspotential aufwei-
sen als die Kontrolle. Gegensatzlich dazu haben die Zellen der humanen Probe an Tag
21 weniger stark proliferiert als die Kontrolle. Fur beide Beobachtungen wurde keine Sig-
nifikanz gefunden (Porcin: t(4) = ,907, p = ,416; Human: t(4) = -1,7, p = ,164).

Durch diese Ergebnisse kann These 1 erneut verifiziert werden. Durch das stetige Prolife-
rationspotential sowohl in der humanen als auch in der porcinen Probe ist bewiesen, dass
humane LESC auf dezellularisiertem kornealen Gewebe kultiviert werden kénnen. Eben-
falls wurde aufgezeigt, dass die dezellularisierte humane und porcine Kornea das Prolife-
rationsverhalten von LESC nach Re-Besiedelung erhalten. Beide Wachstumsuntergriinde
zeigen hier vergleichbar gute Ergebnisse. Diese Aussage wird gestutzt von der Untersu-
chung des Proliferationsgens Ki67 (Kap. 3.4.1), welches zwischen beiden Proben in glei-
cher Starke Uber drei Wochen nachgewiesen wurde. These 3 wurde falsifiziert, da die
dezellularisierte Matrix das Proliferationsverhalten von LESC nach Re-Epithelialisierung

nicht besser erhalt als der Kunststoff einer konventionellen 2D-Multi-Well-Platte.
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4 Diskussion

Erkrankungen der Hornhaut stellen die vierthaufigste Ursache fur Erblindung im Erwach-
senenalter dar [112]. Die bilaterale LSCD fuhrt durch die fehlende Regenerationsfahigkeit
des kornealen Epithels zu Erosionen und Ulzerationen der Kornea und zur Uberwachsung
mit Bindehautepithel. Dies kann schliel3lich Uber eine Verminderung der Hornhauttrans-
parenz zu einer Erblindung flhren. Die Therapiemdglichkeiten sind begrenzt und umfas-
sen unter anderem die Mdglichkeit der Transplantation ex-vivo kultivierter und auf eine
Tragermatrix Ubertragener LESC [9, 52]. Die aktuell genutzten Tragermatrices weisen je-
doch einige Nacheile im Hinblick auf die Expansion und Transplantation von LESC auf [9].
Durch den Anschluss an das limbale Gefal3system des Wirtes kann das allogene Gewebe
eine Immunreaktion auslésen und so zu einer TransplantatabstoBung fuhren [2, 5]. Es
besteht hier die Notwendigkeit einer lebenslangen medikamentosen Immunsuppression
des Patienten mit negativem Einfluss auf weitere Organsysteme wie beispielsweise die
Nieren [78].

Fir eine ex-vivo Expansion von LESC wird aktuell am haufigsten die AM als Wachstums-
unterlage verwendet [41]. Durch ihr kollagenreiches Gerust eignet sie sich gut fur das
Tissue Engineering und sie besitzt eine geeignete EZM mit entzindungshemmenden Ei-
genschaften. Allerdings weist die AM mehrere Nachteile auf, die in Kapitel 1 bereits eror-
tert wurden. Eine physiologische Regulation der Stammzellen ist aufgrund der fehlenden
limbus-spezifischen EZM und deren individuellen Drei-Dimensionalitat nur bedingt vorhan-
den, weshalb es langfristig zu einer Ausdifferenzierung der Stammzellen kommt [55, 113].
Die Zellen verlieren ihre Regenerationsfahigkeit und es kann zu einer erneuten LSCD
kommen. Die AM ist ein opakes Gewebe mit relativ geringer Zugfestigkeit, weswegen es
zu Nachteilen bei der Wiederherstellung des Visus und dem Standhalten mechanischer
Belastung kommen kann. Zusétzlich besteht das Risiko der Ubertragung von Infektionen,
da es sich bei der AM um Spendermaterial handelt [114, 115]. Der Erfolg der Therapie
mittels AM unterliegt groRen Schwankungen mit einer Erfolgsrate zwischen 50 und 83%
[50, 59, 62, 63]. Daher kommt der Etablierung alternativer Tragermatrices, die von diesen
Nachteilen nicht betroffen sind, eine hohe Bedeutung zu. Zu diesen Alternativen gehéren
beispielsweise Kollagene [116] (Hydrogele, vernetzt oder komprimiert), Fibrin [64] oder
Siloxanhydrogel-Kontaktlinsen [115, 117]. Diese kunstlich konstruierten Gewebe haben
den Nachteil, dass sie kosten- und zeitintensiv aufgearbeitet und drei-dimensional kon-
struiert werden mussen, um den LESC einen geeigneten Wachstumsuntergrund zu bieten

[118-120]. Weiterhin besitzen sie eine im Vergleich zu nativem Gewebe verminderte
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Biokompatibilitdt. Ebenfalls zeigen sich Defizite im Erhalt der Stammzelleigenschaften

oder Einschrankungen im Zellwachstum durch zytotoxische Substanzen [59].

Folgend ist es wichtig, neue Wachstumsuntergrinde fur LESC zu entwickeln, welche eine
erfolgreiche Wiederherstellung der physiologischen Nische und somit den langfristigen Er-
halt der Stammzellen ermdglichen. Spaniol et al. haben in Vorarbeiten den Erhalt der
Grundstruktur des humanen Limbus nach einer Dezellularisierung untersucht [77]. Es
konnte gezeigt werden, dass der Prozess der Dezellularisierung die zugrundeliegende
anatomische Struktur nicht verandert und dass von der Dezellularisierung keine Zellzyto-
toxizitat ausgeht. In der vorliegenden Arbeit, welche direkt an die Vorarbeiten von Spaniol
et al. anknupft, wurden erstmalig der dezellularisierte humane und auch porcine Limbus

mit humanen LESC re-besiedelt und diese anschliel’end weitergehend untersucht.

4.1 Die Verwendung von dezellularisiertem Gewebe

In der aktuellen Forschung wird der regenerativen Medizin und dem Tissue Engineering
ein steigender Stellenwert zugeschrieben. Tissue Engineering ist dabei die kiunstliche Her-
stellung biologischer Gewebe, die fur den Einsatz und Ersatz im menschlichen Korper
verwendet werden. Das Gebiet der kiunstlichen Gewebeherstellung ist hierbei breit gefa-
chert, teilt sich aber in zwei gro3e Hauptbereiche. Um neues Gewebe zu zlichten, werden
entweder Geruste auf Basis von Biopolymeren verwendet oder natives Gewebe aus ver-
schiedenen Quellen. Auch im Forschungsbereich der Hornhauterkrankungen wird Tissue
Engineering genutzt, um die Augenoberflache zu rekonstruieren. Dabei missen be-
stimmte Kriterien erfullt werden, um als geeignetes Material in Frage zu kommen. Um eine
Transplantation des Gerusts in den Patienten zu ermdglichen, muss die chirurgische
Handhabung durch eine mechanische Stabilitat gesichert sein. Dabei sollte das Material
flexibel genug sein, um der konstanten Scherkraft durch den Blinzelreflex standzuhalten.
Als wichtigstes Kriterium gilt jedoch die uneingeschrankte Transparenz des Gerusts, die
zusammen mit der geeigneten Form die Transmission und Lichtbrechung im Auge bedin-
gen [121].

Als vielversprechende Optionen haben sich dabei unter anderem die Verwendung von
dezellularisiertem Gewebe und der zellbasierte Ansatz herausgestellt. Der zellbasierte An-
satz beruht dabei auf der Bildung einer Kollagen-Matrix durch humane stromale Hornhaut-
zellen. Diese werden durch die Gabe von Vitamin C zu einer verstarkten Synthese der
eigene extrazellulare Matrixbestandteile angeregt und bilden somit das 3D-Gerust. Vor-

teile liegen hierbei in der naturlichen Zusammensetzung, die den physiologischen
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Gegebenheiten der Kornea sehr nahe kommen [122]. Bereits aus einer kleinen Gewebe-
biopsie kann eine hohe Anzahl humaner Hornhautzellen gewonnen werden. Somit wirde
nahezu keine Einschrankung in der Verfligbarkeit bestehen. Hier stellt sich jedoch die
lange Wachstumsdauer von bis zu 12 Monaten bis zum Erreichen einer nutzbaren Dicke

der Matrices als problematisch heraus. Daher ist hier weitere Forschung notwendig.

Bei der Verwendung von dezellularisiertem Gewebe werden die meisten biologischen,
mechanischen und immunogenen Anforderungen erfullt, weswegen diesem Ansatz ein
hohes Interesse entgegen gebracht wird [123, 124]. Unter Entfernung der zellularen Be-
standteile mittels physikalischer, chemischer und biochemischer Methoden wird ein Mate-
rial mit erhaltener EZM gewonnen. Dieses kann anschlie®end als biologisches Gerust fur
die Generierung von kinstlichen Organen oder dem ex-vivo Wachstum von Zellen dienen
[125]. Dieses GerUst bietet eine nahezu perfekte 3D-Form fiir die organspezifischen Zel-
len. Es liegt eine hohe Biokompatibilitat vor und die Immunreaktion des Wirts wird durch
das Fehlen von Zellen und damit von genetischem Material Uberwunden. Dezellularisier-
tes Gewebe hat daher schon in vielen verschiedenen Fachbereichen Anwendung gefun-
den. Klinische Anwendungen gibt es bereits in der Transplantation von dezellularisierten
humanen Herzklappen, welche zu einer geringeren Anzahl von Re-Operationen fuhren
und somit den zuvor genutzten Herzklappen deutliche Uberlegen sind [126]. Zusatzlich
gibt es viele praklinische und klinische Studien, die vielversprechend auf den Einsatz von
dezellularisiertem Gewebe als Ersatz flr beispielsweise defekte Knochen, Muskeln, Haut
oder Herzgewebe hoffen lassen [127]. Vorteile von dezellularisiertem Gewebe liegen in
der standardisierten Produktion und der Aufbereitung von Gewebe, welches ansonsten
verworfen wird. Als potentielle Quelle fir dezellularisierten Hornhautersatz kénnen bei-
spielsweise humane, kadaverne Spenderhornhdute verwendet werden, welche sich aus
Qualitatsgrinden, wie beispielsweise eine zu geringe Endothelzellzahl, nicht fur eine
Transplantation eignen [128]. Durch die Elimination der Zellen und somit der kritischen
Antigene werden Entzundungsreaktionen und immunologische AbstoRRungsreaktionen
des Wirts nahezu verhindert [129, 130]. Dies ist ein wichtiger Punkt, um den langfristigen
Erfolg einer Therapie zu gewahrleisten. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass nach einer De-
zellularisierung die fir die Regulation der Zellen wichtigen Komponenten wie Wachstums-
faktoren, Kollagentypen oder Glykosaminoglykane in dem Gewebe erhalten bleiben [131].
Dies sind Faktoren, um das Mechanosensing von Zellen zu steuern. Mechanosensing ist
die Fahigkeit einer Zelle, auf mechanische Hinweise ihrer Mikroumgebung zu reagieren.
Dabei reagiert sie unter anderem auf Spannung, Substratsteifigkeit und Topologie ihrer

Umgebung mit Differenzierung, Apoptose, Proliferation oder Migration [132]. Eine
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dezellularisierte Matrix mit erhaltener EZM kann somit das Mechanosensing der Zellen auf

physiologische Weise beeinflussen.

Es liegen bereits viele vielversprechende Daten fur die Nutzung von dezellularisierten hu-
manen Matrices aus in vitro Forschungen vor. Ziel ist es dabei, eine dezellularisierte allo-
gene EZM zu generieren, welche dann durch autologe Zellen oder Stammzellen re-zellu-
larisiert wird. So kdnnen patienten-individuelle klinische Ansatze entwickelt werden. Es
wurden schon viele menschliche Gewebe und Organe dezellularisiert und fur das Tissue
Engineering verwendet, zum Beispiel Knorpel und Knochen, Fettgewebe, Herz, Lunge,
Leber, Niere und ebenso die Hornhaut [91]. Die meisten dieser Gewebe wurden bislang
in vitro getestet und zeigten positive Ergebnisse in Bezug auf Re-Besiedelung mit ver-
schiedenen Zelltypen, Biokompatibilitat und der Immunogenfreiheit [91]. Die zukunftige
Herausforderung liegt nun in der Entwicklung von transplantierfahigem dezellularisiertem
Material, welches alle notwendigen strukturellen und funktionellen Aspekte des zu erset-

zenden Organs aufweist.

Die Moglichkeit xenogener Transplantationen gewinnt immer mehr an Wichtigkeit. Porci-
nes Material als Ursprung fir Transplantationen in den menschlichen Kérper bildet einen
wachsenden Forschungsschwerpunkt. Dartuber hinaus kommen bereits xenogene Zellen
oder Gewebe wie beispielsweise porcine oder bovine Herzklappen regelmafig in der Kii-
nik zum Einsatz [133]. Vorteile des porcinen Materials ergeben sich vor allem durch die
hohe Verfligbarkeit dieser Organe und der genetischen Ahnlichkeit zum humanen Ge-
webe. Wegen der hohen Verflgbarkeit kdnnen selbst Patienten, die momentan nicht den
Kriterien der Warteliste fir Spenderorgane entsprechen, eine Transplantation erhalten.
Bei der Transplantation von humanem Gewebe darf eine vorgeschriebene Ischamiezeit
des Organs nicht Uberschritten werden, um das Spenderorgan nicht unbrauchbar zu ma-
chen. Wird beispielsweise bei einer Spenderlunge der passende Empfanger gefunden,
findet die Transplantation unverziglich und vorher oft nicht absehbar statt. Bei der Ver-
wendung von xenogenem Gewebe kann der Operationszeitpunkt exakt geplant werden,
da die Verfligbarkeit von der Schlachtung des Tiers abhangig ist und diese auf den Ope-
rationszeitpunkt abgestimmt werden kann. Ebenfalls kann sichergestellt werden, dass nur
gesunde und junge Organe transplantiert werden wirden [134]. Schwierigkeiten finden
sich in der phylogenetischen Distanz zwischen Schwein und Mensch. Ein grof3es Problem
findet sich hierbei in hyperakuten AbstolRungsreaktionen von vaskularisierten Geweben,
welche durch humane Antikorper gegen porcine Antigene ausgelost werden. Dabei richten
sich ungefahr 1% aller zirkulierender Antikdrper gegen das xenogene terminale Kohlen-

hydrat-Epitop Galalpha1-3Galbeta1-(3)4GIcNAc-R (Gal-alpha), welches durch das
74



Diskussion

Glykosylierungsenzym Alpha1,3galactosyltransferase (alpha1,3GT) an Glykoproteinen
und -lipiden synthetisiert wird [135, 136]. 2002 gelangen Lai et al. die Elimination von al-
pha1,3GT in Schweinen, wodurch das Gal-alpha-Epitop nicht mehr gebildet wurde [137].
Neue Generationen von Gal-alpha-negativen Schweinen lassen die Umsetzung von Xe-
notransplantationen ins Greifbare ricken [138]. Im Januar 2022 wurde erstmals einem
Menschen erfolgreich ein gal-alpha-negatives Schweineherz transplantiert [107]. Zusatz-
lich besteht bei xenogenem Transplantationsmaterial das Risiko einer Ubertragung unbe-
kannter pathogener Mikroorganismen [139, 140]. Durch die in dieser Arbeit vorgestellte
Dezellularisierung der porcinen Kornea sowie des Limbus kann das Infektionsrisiko durch
das Gewebe minimiert werden. Das immunogene Potential wird ebenfalls durch die De-
zellularisierung auf ein Minimum reduziert [141]. Da das Schwein bereits als Nutztier und
Nahrungsmittel gezuchtet wird, ware eine Akzeptanz von porcinem Transplantationsma-
terial durch den Patienten wahrscheinlich. Eine Umfrage ergab, dass 74% der befragten
Menschen ein xenogenes Transplantat bei Bedarf akzeptieren wirden [142]. Allerdings
gibt es ethische Bedenken, Schweine als reine Organspender zu zuchten. Ebenfalls sind
Ablehnungen aus religidsen Grinden denkbar, beispielswiese bei muslimischen Patien-
ten. Dennoch rickt es durch Gentechnik in den Bereich des Mdéglichen, histokompatible
Organe zu konstruieren und virusfreie Schweinerassen zu zlichten, um die Ubertragung
von endogenen Retroviren zu verhindern [134, 137, 143]. Richtlinien in Bezug auf ethi-
sche, rechtliche, moralische und religiose Fragen wurden bereits erstellt [134, 144]. Des-
halb ist die erfolgreiche Expansion von LESC auf einem dezellularisierten porcinen Limbus
und damit die potentielle Nutzung als Tragermatrix fur die Transplantation in Patienten ein

wichtiger Schritt zu einem mdglichen neuen Therapieansatz bei einer LSCD.

Zhang et al. zeigten bereits, dass dezellularisiertes humanes Hornhautstroma als Unter-
grund fur eine Expansion von kornealen und limbalen Stammzellen dienen kann [128].
Auch Polisetti et al. untersuchten die dezellularisierte humane Kornea und re-besiedelten
sie mit LESC, Stromazellen und Melanozyten in vitro und fihrten eine Lamellentransplan-
tation in vivo durch. Sie zeigten, dass die dezellularisierte Kornea den Stammzellen eine
Mikroumgebung bietet, in der sie in einem wenig differenzierten Stadium verweilen [74].
Notara et al. wiesen den porcinen Limbus und die Kornea als geeignetes Modell fur die
Untersuchung von LESC-Kolonien und deren Schicksal nach Transplantationen aus, da
dieser eine vergleichbare Anatomie mit dem humanen Limbus aufweist, besonders in Be-
zug auf die Verteilung von Krypten und die Auspragung der Vogt-Palisaden [31]. Weiter-
flhrend zu diesen Studien wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich speziell

der humane und porcine Limbus als Wachstumsuntergrund fir eine Expansion von LESC

75



Diskussion

eignen und wie sich der Erhalt der Stammzellnische und ihrer Umgebung auf die Entwick-
lung des Phanotypens der LESC auswirkt. Es konnte gezeigt werden, dass eine ex-vivo
Expansion von LESC auf dezellularisiertem humanen und porcinen Limbus mdglich ist.
Hierbei stellte sich der humane Limbus mit einer Erfolgsrate der Re-Epithelialisierungen
von 85% in Hinblick auf die Expansion von humanen LESC als besserer Untergrund als

der porcine Limbus heraus mit einer Erfolgsrate von 56%.

Eine mdgliche Erklarung fur den unterschiedlichen Erfolg liegt in der Anatomie der porci-
nen Kornea. Diese ist physiologisch etwas dicker und starker gebogen als die humane
Kornea [105]. Obwohl die Korneae am Ende des Dezellularisierungsvorgangs mit Hilfe
von Glycerol entquollen wurden, hatten die porcinen Korneae eine starkere Tendenz auf-
gequollener zu bleiben. Dies begunstigt das Abrutschen der Zellen von der Kornea nach
der Aussaat, wodurch die Anzahl der anhaftenden und schlieRlich anwachsenden Zellen
sinkt. Dennoch waren die Re-Epithelialisierungen des porcinen Limbus bei deutlich mehr
als der Halfte der Proben erfolgreich. Eine weitere Erklarung ist, dass die humane EZM
besser als Wachstumssubstrat flr die humanen LESC geeignet ist als die porcine EZM.
Auch O’Neill et al. konnten in ihrer Studie Uber die Dezellularisierung der humanen und
porcinen Lunge nachweisen, dass beide Gewebe die Kultivierung von Lungenzellen in
ahnlicher Weise unterstutzen, die humane EZM jedoch zu einer hoheren metabolischen
Aktivitat der Zellen fuhrte als die porcine EZM [145]. Dies stellte das humane Gewebe in

diesem Punkt ebenfalls als besseren Wachstumsuntergrund heraus.

Bei beiden Materialien ware eine in vivo Erprobung klinisch umsetzbar. Die Transplanta-
tion von humanem Spendermaterial ist etabliert und ein fester Bestandteil der Medizin.
Auch porcines Gewebe wird bereits klinisch genutzt. Durch die in dieser Arbeit ange-
wandte Dezellularisierung des Limbus ware die Anwendung sowohl des humanen als

auch des porcinen Wachstumssubstrats in vivo moglich.

4.2 Re-Besiedelungsmethoden

In dieser Studie wurde fir die Re-Epithelialisierungen die Suspensionskulturtechnik ver-
wendet. Die zuvor gewonnenen primaren, humanen LESC wurden in einer definierten
Dichte auf das dezellularisierte Gewebe aufgebracht. Diese Methode findet sich in einer
Vielzahl anderen Studien wieder [128, 146, 147]. Eine ebenfalls haufig angewandte Me-
thode ist die Explantatkulturtechnik, bei der ein komplettes Gewebestiick durch eine Biop-
sie gewonnen und auf den Wachstumsuntergrund gepflanzt wird. Es konnte bereits ge-

zeigt werden, dass LESC aus einer kleinen Limbus-Biopsie unter Erhalt des Phanotyps
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und der proliferativen Eigenschaften auswachsen [148, 149]. Zhang et al. zeigten hinge-
gen, dass die Zellsuspensionskulturtechnik im Stammzellerhalt der Explantatkulturtechnik
Uberlegen ist, da die Zellen direkt in das Kultursystem eintreten konnen [150]. Dies relati-
vierend stellten sowohl Kim et al. als auch Polisetti et al. keinen Unterschied zwischen
beiden Methoden in Bezug auf Phanotyp- und Stammzellerhalt fest [151]. Bei beiden Re-
Besiedelungen behielten die LESC ihren urspriinglichen Phanotypen [74]. Um sicher zu
gehen, dass LESC nach Aussaat sowohl den Limbus als auch die zentrale Kornea re-

besiedeln, wurde in diesem Projekt die Suspensionskulturmethode gewahlt.

4.3 Der dezellularisierte humane und porcine Limbus erhalten die Stammzellei-

genschaften von LESC nach Re-Epithelialisierung

Nach Aufzeigen der erfolgreichen Expansion von LESC auf dezellularisiertem Limbus,
wurde in dieser Arbeit darauffolgend der Stammzellerhalt der LESC untersucht. Daftir wur-
den basierend auf dem gegenwartigen Forschungsstand Marker fur die Analyse der

Stammzelleigenschaften nach Aussaat auf dezellularisiertem Limbus ausgewahlt [28].

Der Progenitorzellmarker p63 wird seit 2001 [29], beziehungsweise seine spezifischere
Isoform ANp63a seit 2005 [30] als Marker fir LESC genutzt. Zhang et al. wiesen die Ex-
pression von p63 in LESC bis zwei Wochen nach Aussaat auf einem dezellularisierten
humanen Hornhautstroma in vitro nach [128]. In der vorliegenden Arbeit konnte eine Ex-
pression von p63a sogar bis drei Wochen nach Aussaat auf einem dezellularisierten hu-
manen oder porcinen Limbus nachgewiesen werden. Dabei war die Expressionsstarke an
Tag 21 nicht geringer als an Tag 3. An Tag 21 exprimierten durchschnittlich 10% der LESC
aus den humanen Proben und 29% der LESC aus den porcinen Proben p63a. Eine im-
munhistochemische Farbung nach 24 h hatte durch die Kenntnis der Anzahl der positiven

Zellen direkt nach der Kultivierung einen besseren zeitlichen Verlauf ermdglicht.

In weiteren Studien wurden die Progenitormarker ABCG2 und CK 15 als Marker fir LESC
vorgestellt [34, 55, 152]. Eine Expression von ABCG2 in Epithelzellen, ausgesat auf eine
dezellularisierte humane Kornea, konnten Shafiq et al. nach zwei Wochen detektieren
[153]. Analog zu dieser Studie konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die LESC
sogar bis drei Wochen nach Aussaat auf dezellularisiertem humanen und porcinen Limbus
ABCG2 sowie CK 15 exprimierten. Die Expressionsstarke war an Tag 21 gleichbleibend
zu Tag 3. Dabei betrug die Anzahl der positiven Zellen nach drei Wochen fur ABCG2 71%
in den humanen und 81% in den porcinen Proben sowie fur CK 15 49,5% in den humanen

und 28,5% in den porcinen Proben. In Zusammenschau ergeben die unveranderte
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Detektion der drei Marker sowie die durchschnittlich hohe Anzahl an positiven Zellen nach
drei Wochen, dass sich die Anzahl der LESC nach drei Wochen Wachstum in einem de-
zellularisierten humanen und porcinen Limbus nicht reduziert hat. Der dezellularisierte
Limbus scheint demnach daflir geeignet, die Stammzelleigenschaften der Zellen langfris-

tig zu erhalten.

Entscheidend fir einen idealen Wachstumsuntergrund ist der Erhalt der Stammzelleigen-
schaften und damit einhergehend die gleichzeitige Verhinderung der vollstandigen Ausdif-
ferenzierung zu Epithelzellen. Um zu Uberprufen, ob der dezellularisierte Limbus eine vor-
zeitige Ausdifferenzierung unterbindet, wurden die Epithelzellmarker CK 3 und 12 unter-
sucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass es zu keinem Anstieg der Expression dieser
Marker innerhalb von drei Wochen nach Re-Besiedelung kam. Dem dezellularisierten Lim-
bus ist es demnach moglich, eine Ausdifferenzierung der Stammzellen durch ihren Eigen-
schaftserhalt zu verhindern. Die von Spaniol et al. aufgestellte Vermutung, dass der de-
zellularisierte Limbus das Uberleben von allogenen LESC ohne Verwendung eines Fee-
derlayers unterstitzt, wurde in dieser Studie bestatigt [77]. Feederlayer-Zellen sind prolife-
rations-gehemmte, aber vitale Zellen, die durch Ausschuttung verschiedener wachstums-
fordernder Proteine das Wachstum von primaren Zellen wie LESC in vitro unterstltzen
und im Falle der LESC ein frihes Ausdifferenzieren verhindern. Voraussetzung fir ein
Wachstum ohne Feederlayer sind extrazellulare Matrixkomponenten wie Laminin, Kol-
lagen oder Fibronektin, welche die Zellen stattdessen umgeben [154]. Kommt eine klini-
sche Anwendung in Betracht, sollten die Sicherheitsrisiken durch den meist murinen Fee-
derlayer berlcksichtigt werden. Kreuzibertragungen von Tierpathogenen auf die Zellkul-
tur sind moglich, welche zusatzlich zu den fremden Antigenen eine Immunantwort im Ziel-
wirt auslosen konnen [155]. Wird eine Nutzung der Zellen im Patienten angestrebt, sollte

deshalb eine Expansion der LESC ohne Feederlayer genutzt werden.

Im direkten Vergleich zwischen Limbus und zentraler Kornea konnten in Bezug auf den
Stammzellerhalt und die Ausdifferenzierung der Zellen nach 3 Wochen Kultivierung keine
Unterschiede detektiert werden. Dies stellt die Kornea an sich als férderlich fur das Wachs-
tum der Stammzellen heraus, aber nicht den Limbus im Speziellen. Nun sollte der For-
schungsschwerpunkt darauf ausgerichtet werden, ob die dezellularisierte Stammzellni-
sche eine positive Auswirkung bei einem dauerhaften Wachstum der LESC in ihr gegen-
Uber der Kornea hat. Sprich eine Ausweitung des Zeitraumes sollte einer der nachsten
Schritte in diesem Projekt sein. Vorstellbar ware daher, dass die Zellen auf der zentralen
Kornea nach langfristiger Kultivierung eher zu einem Ausdifferenzieren neigen als LESC,

welche im Limbus kultiviert wurden.
78



Diskussion

Der Einfluss des untersuchten dezellularisierten Gewebes auf die Stammzelleigenschaf-
ten der LESC fand im Vergleich mit dem Einfluss einer herkdbmmlichen 2D-Zellkulturschale
statt. Herkdmmliche Zellkulturschalen sowie Multi-Well-Platten sind auf eine ideale Adha-
sion von Zellen ausgelegt. Sie bestehen aus Polystyrol, welches fir eine besser Anhaftung
der Zellen unter anderem mit Plasma behandelt wird. Es entsteht eine zellfreundliche Be-
schichtung [156, 157], wodurch sie gute Wachstumsbedingungen fur Zellen aufweisen.
Um zu untersuchen, ob dezellularisiertes korneales Gewebe ebenfalls diese férdernden
Bedingungen fur Zellen bietet, wurden die Stammzelleigenschaften von LESC gewachsen
auf dezellularisiertem humanen und porcinen Limbus (Proben) mit den auf Kunststoff ge-
wachsen Kontrollen verglichen. Tendenziell konnte eine gesteigerte Expression der
Stammzellgene in den Proben verglichen zu der Kontrolle beobachtet werden, wenn auch
statistisch nicht signifikant. Es konnte sowohl mittels Fluoreszenzfarbung ein Erhalt der
Stammzelleigenschaften tGber 21 Tage dokumentiert als auch mittels qrt-PCR ein klarer
Trend aufgezeigt werden, dass die Stammzellen ihren urspringlichen Phanotypen besser
auf dezellularisiertem kornealen Gewebe erhalten kénnen als auf Kunststoff. Auch hier
ware ein langerer Beobachtungszeitraum winschenswert, um statistisch signifikante Er-
gebnisse zu erzielen. Weiterhin war aufgrund der langen Wachstumszeiten und der Nut-
zung von primaren, humanen LESC die Anzahl der Proben insgesamt eingeschrankt. Eine
Steigerung der Probenzahl wurde vermutlich hier zu final signifikanten Ergebnissen fuh-

ren.

In der Untersuchung der Stammzelleigenschaften mittels qrt-PCR konnten ABCG2, p63a
und CK 15 auf RNA-Ebene bis Tag 21 ebenfalls nachgewiesen werden. In diesem Expe-
riment wurde jedoch die Kultivierungsdauer als signifikanter Einflussfaktor auf die Expres-
sion der Gene detektiert; je langer die Korneae kultiviert wurden, desto geringer war die
nachgewiesene Expression der Stammzellgene. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch
zu den Ergebnissen der Fluoreszenzfarbungen, die im Limbus keinen Riickgang der Pro-
genitormarker beziehungsweise keinen Anstieg der Epithelzellmarker an Tag 21 im Ver-
gleich zu Tag 3 gezeigt haben. Nun stellt sich die Frage nach der Ursache dieser Diskre-
panz. Bei den Farbungen wurde nicht die gesamte Kornea beziehungsweise der gesamte
Limbus untersucht, sondern lediglich 3 Schnitte pro Praparat. Im Gegensatz dazu, wurden
bei der qrt-PCR alle Zellen auf der Kornea abgeldst und untersucht. So kann es sein, dass
die immunhistochemischen Farbungen nicht reprasentativ fir die gesamte Kornea oder
den Limbus sind. Die grt-PCR hingegen hat auch die Bereiche der Kornea dargestellt, die
von den Farbungen nicht erfasst wurden und eventuell weniger LESC beinhalteten. Zu-

satzlich kann es sein, dass die fur die Farbungen verwendeten Antikorper nicht ideal
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waren, wodurch sensible Unterschiede in den Progenitoreigenschaften nicht erfasst wer-
den konnten. Dennoch wurden aus diesem Experiment wichtige Erkenntnisse gewonnen.
So zeigte sich, dass der humane und porcine Limbus die Stammzelleigenschaften gleich-
ermalfen beeinflussten und sich die Zellen auf beiden Untergrinden vergleichbar verhiel-
ten. Ebenfalls konnte mittels Immunhistochemie und grt-PCR aufgezeigt werden, dass es
zu keinem Anstieg der pro-apoptotischen Marker Bax und Caspase 3 Uber 21 Tage kam.
Dies bedeutet, dass die LESC nicht vermehrt in den Zelltod nach Aussaat auf dezellulari-
siertem Gewebe gingen. Dies stimmt mit der Aussage von Spaniol et al. Uberein, dass von
dem Dezellularisierungsprozess zur Herstellung des zellfreien Limbus keine Zellzytotoxi-
zitat ausgeht [77]. Wird dies in Bezug gesetzt mit dem Ergebnis der Schichtanzahl-Mes-
sung, dass die Kultivierungsdauer einen signifikant positiven Einfluss auf die Schichtdicke
ausubt, so findet sich hier eine weitere Bestatigung flr ein vitales Epithel auf dem dezel-
lularisierten Gewebe. Der Nachweis der konstanten Expression des Proliferationsmarkers
Ki67 in der humanen Probe unterstitzt diese Aussage erneut. Gleichzeitig sank in der
porcinen Probe die Expression von Ki67 um circa 89% von Tag 3 bis Tag 21. Dies zeigt
eine Veranderung des Proliferationsverhaltens der LESC auf dem porcinen Limbus nach

drei Wochen, wodurch der humane Limbus als wachstumsférdernder herausgestellt wird.

Zusammenfassend wurde nachgewiesen, dass der dezellularisierte Limbus die Stamm-
zellen Uber einen langeren Zeitraum hinweg in ihrem urspringlichen Phanotyp erhalten
kann und nach drei Wochen die Stammzellen noch nachweisbar sind. Dies stutzt die Er-
kenntnis von Spaniol et al., dass der Limbus durch die Dezellularisierung sein 3D-GerUst
nicht verandert und weiterhin seine fur die Stammzellnische spezifischen Eigenschaften
aufweist [77]. Der Erhalt der regenerativen Funktion der Stammzellen ist der entschei-
dende Faktor bei der Transplantation von ex-vivo kultivierten LESC aufgetragen auf eine
Tragermatrix. Dies bestimmt den langfristigen Therapieerfolg und ist damit ein wichtiges
Ziel bei der Etablierung einer neuen Tragermatrix flr die Therapie einer bilateralen LSCD.
In dieser Arbeit konnte erstmalig aufgezeigt werden, dass der dezellularisierte Limbus die-
sen entscheidenden Faktor erflllt. Das Ausbleiben eines Expressionsanstiegs der pro-
apoptotischen Marker Caspase 3 und Bax sowie das Nicht-Absinken des Proliferations-
markers Ki67 in den humanen Proben zeigt deutlich, dass die Stammzellen vital auf dem
dezellularisierten Gewebe sind und dort ihre Funktion ausuben kénnen. Durch die Ab-
nahme der Expressionsstarke von Ki67 in den porcinen Proben kann angenommen wer-
den, dass das humane im Vergleich zum porcinen dezellularisierten Gewebe einen star-
keren proliferationsférdernden Einfluss auf die LESC ausubt. In Bezug auf den Stammzel-

lerhalt, gemessen mit grt-PCR und Immunhistochemie, konnte kein Unterschied zwischen

80



Diskussion

beiden Untergrinden detektiert werden. Insgesamt zeigen sich in dieser Arbeit sowohl der
dezellularisierte humane als auch der porcine Limbus als mogliche Tragermatrix fur die

ex-vivo Expansion von LESC.

4.4 Die Kultivierungsart hat keinen Einfluss auf eine Epithel-Stratifizierung und

den Erhalt der Stammzelleigenschaften

Der Vergleich zwischen einer sogenannten air-liquid-Interface (ALI) Kultivierung und einer
konventionellen Kultivierung der re-epithelialisierten Korneae diente der Frage, ob ein ALl
dabei hilft, den physiologischen Zustand eines fiinf- bis siebenschichtigen Epithels ex-vivo
herbeizufiihren. Durch eine intermittierende Benetzung der Zellen mit Medium, wird das
natlrliche Aufreilden des Tranenfilms zwischen zwei Lidschlagen imitiert. Eine terminale
Differenzierung soll dadurch angeregt und das Epithel bei einer Stratifizierung unterstutzt
werden. In der vergleichenden Literatur zeigt ein ALI genau diesen Effekt [128, 158-160].
So fanden Wang et al. heraus, dass die Kultivierung einer Kaninchenhornhaut in einem
ALl zu einer Stratifizierung des Epithels und zu einer starkeren Bindung zwischen den
Zellen geflhrt hat [161].

Die zweite These dieser Arbeit, welche besagte, dass ein ALI forderlicher fir das mehr-
schichtige Wachstum der Zellen ist als eine submerse Kultivierung, konnte nicht bestatigt
werden. Es konnte zwar Ubereinstimmend mit der aktuellen Studienlage nachgewiesen
werden, dass es unter ALI-Bedingungen zu einer Mehrschichtigkeit kommt, allerdings war
diese nicht starker ausgepragt als bei der verglichenen Kultivierungsart. Somit stellte sich
die submerse Kultivierung auf dezellularisiertem Limbus in dieser Studie als genauso ef-
fektiv dar wie das ALI. Auch hier kann die Dauer der Kultivierung von nur 3 Wochen eine

Rolle spielen und sollte in nachfolgenden Studien entsprechend verlangert werden.

Als signifikanten Einflussfaktor konnte stattdessen die Kultivierungsdauer ausgemacht
werden. Je langer die re-besiedelten Korneae kultiviert wurden, desto mehr Schichten bil-
dete das Epithel. Diese Erkenntnis ist wichtig, da eine proportional zur Kultivierungsdauer
steigende Schichtanzahl den Erhalt der Zellteilungseigenschaften und die Vitalitat der Zel-

len, ausgesat auf dezellularisiertem Limbus, Uber drei Wochen ex-vivo bedeutet.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass der humane Limbus in der ersten Wo-
che nach Re-Epithelialisierung férderlich bei der Ausbildung einer Mehrschichtigkeit war.
Dadurch, dass der dezellularisierte Limbus seine urspringliche Anatomie aufweist und
damit die Eigenschaften der Stammzellnische innehat, kann er den Stammzellen als opti-

maler Untergrund dienen und diese beim Wachstum unterstutzen [77]. Allerdings bestand
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dieser positive Effekt nach sieben Tage nicht mehr und Limbus und zentrale Kornea wie-

sen eine vergleichbare Zellschichtung auf.

Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die LESC auch unter ALI-Bedingun-
gen wachsen und reguliert werden konnen. Die Untersuchung der Progenitormarker
zeigte, dass LESC in ALl ihre Progenitoreigenschaften vergleichbar gut erhalten kénnen
wie LESC aus einer konventionellen Kultivierung. Bei der Betrachtung der Epithelzell-
schichten im Limbus aus einem ALI, wird eine tendenzielle Steigerung der Schichten zwi-
schen Tag 7 und Tag 21 sichtbar. Vergleichend dazu sank die Zahl der Schichten auf der
zentralen Kornea. Auch in einer konventionellen Kultivierung wurden im Limbus und auf
der zentralen Kornea ein Abfall der Schichtanzahl zwischen Tag 7 und Tag 21 beobachtet.
Somit scheint ein ALI einen positiven Effekt auf die Ausbildung von Mehrschichtigkeit im

Limbus zu haben.

Studien haben gezeigt, dass CK 3 von LESC nicht exprimiert wird. Nach einer Differen-
zierung zu Transient Amplifying Cells und schlie3lich zu terminalen Epithelzellen ist dies
jedoch ein verlasslicher Marker zur Detektion der ausdifferenzierten Zellen [5, 162]. In der
Analyse der Stammzelleigenschaften wurde festgestellt, dass diejenigen Zellen, die sich
in einem ALI auf einer humanen Kornea befanden, mehr CK 3 exprimierten als diejenigen,
die aus einer konventionellen Kultivierung stammten. Die Kultivierung unter ALI fUhrt also
zu einer vermehrten Ausdifferenzierung der LESC in unseren Versuchen. Dies wird durch
Ergebnisse aus anderen Studien gestitzt, welche bereits zeigten, dass ein ALI die Diffe-
renzierung der Stammzellen zu Epithelzellen anregt [6, 163]. In dieser Arbeit wurde eine
erhohte Teilungsrate der LESC in den humanen Proben unter ALI-Bedingungen nachge-
wiesen. Dies zeigt sich durch die steigende Anzahl differenzierter Zellen bei gleichzeitigem
Erhalt der Progenitoreigenschaften sowie durch die vermehrte Expression von Ki67 an
Tag 21 in ALI im Vergleich mit einer konventionellen Kultivierung. Vermehrt migrieren Zel-
len unter Differenzierung auf die zentrale Kornea und werden zu Epithelzellen, wahrend
gleichzeitig im Limbus die Tochterzellen als Progenitorzellen verbleiben. Diese erhohte
Teilungsrate findet sich nicht in den porcinen Proben unter ALI, was erneut aufzeigt, dass
der humane dezellularisierte Limbus bessere Eigenschaften als der porcine dezellulari-

sierte Limbus fiir die humanen LESC aufweist.

In der Gesamtschau der Ergebnisse konnte ein positiver Effekt des ALI bei der Ausbildung
von Mehrschichtigkeit im Limbus gezeigt werden. Wahrend der Erhalt der Progenitorei-
genschaften der LESC unter ALI und konventioneller Kultivierung sowohl auf dem huma-

nen als auch auf dem porcinen Gewebe vergleichbar gut war, zeigte sich an Tag 21 in den
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humanen Proben eine verstarkte Expression von Ki67 und CK 3 bei Kultivierung in ALI.
Dadurch unterstitzen die Daten dieser Arbeit weitere Studien, die ebenfalls eine erhdhte
Differenzierung der Zellen in ALI beschrieben. Weiterfihrend konnte nachgewiesen wer-
den, dass ein ALI das proliferative Wachstum der LESC auf dem humanen Limbus fordert.
Daher lasst sich schlussfolgern, dass final eine Kultivierung unter ALI-Bedingungen je
nach weiterer geplanter Anwendung fiir das Gewebe von Vor- oder Nachteil sein kann.
Sollen die Zellen in Patienten transplantiert werden, ware es eher von Nachteil schon zu
viele ausdifferenzierte Zellen zu haben; soll das Gewebe beispielsweise als Labormodell
genutzt werden, ware diese Ausdifferenzierung von Vorteil, da es die native Gegebenheit

besser darstellt.

4.5 Die dezellularisierte Kornea erhilt das Proliferationsverhalten von LESC

Eine Tragermatrix, auf der LESC zwar anwachsen, sich aber nicht vermehren kdnnen, ist
nicht geeignet, eine Krankheit zu therapieren, bei der der Erhalt der Teilungsfahigkeit der
transplantierten LESC essentiell ist. Deshalb spielt die Untersuchung der Proliferation eine
zentrale Rolle in dieser Arbeit. Die Entscheidung, die Proliferation der Zellen mittels WST-
1-Assay nur aus einer konventionellen Kultivierung zu untersuchen, beruht auf der allge-
meinen Forschungsmeinung, dass ein ALI Einfluss auf die Differenzierung von Zellen hat,
aber nicht auf deren Proliferationsverhalten. Um dennoch die Teilungsfahigkeit von LESC
aus beiden Kultivierungen vergleichen zu konnen, wurde zusatzlich die Expression des
Proliferationsmarkers Ki67 mittels Immunhistochemie untersucht. Gleichzeitig fand ein
Vergleich des Einflusses des dezellularisierten Gewebes auf die Proliferationseigenschaf-
ten der LESC mit der Kultivierung in einer herkdmmlichen 2D-Zellkulturschale statt. So
konnte untersucht werden, ob das dezellularisierte Gewebe eine gute Wachstumsunter-
lage fur LESC bietet.

Durch den Proliferationsassay konnte gezeigt werden, dass LESC auf dezellularisiertem
kornealen Gewebe mindestens drei Wochen proliferieren. AulRerdem bestatigen und fiih-
ren diese Resultate die Erkenntnis der Studie von Huang et al. fort. Dort wurde ebenfalls
eine Bewahrung der Proliferationsfahigkeit von LESC beobachtet, nachdem sie auf ein
azellulares porcines Hornhautstroma gesat und in ein Kaninchen transplantiert wurden
[164]. Dabei wurde in dieser Arbeit nachgewiesen, dass das Proliferationsverhalten der
LESC nach Re-Epithelialisierung auf dezellularisiertem kornealen Gewebe gleichermalien
ausgepragt waren wie bei einem Wachstum der Zellen in Zellkulturschalen. Dieses Ergeb-

nis unterstitzt die These, dass die fir die Dezellularisierung verwendeten Substanzen
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nicht toxisch sind und damit keinen negativen Einfluss auf das Zellwachstum auszutben
scheinen. Allerdings konnte auch kein positiver Effekt nachgewiesen werden, was das
dezellularisierte Gewebe als gleichwertig mit einer Zellkulturschale darstellt. Es zeigte sich
jedoch die Tendenz, dass sich das porcine dezellularisierte Gewebe forderlicher auf die
Proliferationseigenschaften der Stammzellen auswirkt als die Kontrolle. Zu sehen an einer
tendenziell relativ gesteigerten Proliferation an Tag 21 der porcinen Probe im Vergleich
zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu scheint es in der humanen Probe eine im Vergleich zur
Kontrolle reduzierte Proliferation zu geben. Das ist auch stimmig mit der Untersuchung
des Apoptosegens Bax aus der qrt-PCR, welches in der humanen Probe an Tag 7 schein-
bar mehr exprimiert wird als von der Kontrolle. Dadurch steigt die Zahl apoptotischer Zellen
und die Zahl der proliferierenden Zellen geht zurlck. Dieser Trend wurde statistisch nicht
nachgewiesen. Durch eine Erhohung der Probenanzahl kann dieser Trend eventuell sta-

tistisch signifikant nachgewiesen werden.

Die Expression von Ki67 sank immunhistochemisch Gber 21 Tage in den porcinen Proben,
wobei gegensatzlich im Proliferationsassay eine steile Wachstumskurve nachgewiesen
werden konnte, die an Tag 21 scheinbar Uber der Proliferation der Kontrolle lag. Diese
gegensatzlichen Ergebnisse der beiden Experimente kdnnten auf die unterschiedliche
Auswertmethodik zurtickzufihren sein. Das immunhistochemisch nachgewiesene Protein
Ki67 lagert sich wahrend der Mitose an die Chromosomen und wird vom verwendeten
Antikorper detektiert [165]. Die Detektion von Ki67 ist demnach proportional zur Menge
der sich teilenden Zellen. Der Proliferationsassay hingegen basiert auf der Verstoffwech-
selung einer Substanz. Je mehr vitale Zellen in der Probe sind, desto mehr wird von der
Substanz verstoffwechselt. Eine Differenz zwischen zwei Assays einer Probe an zwei ver-
schiedenen Zeitpunkten, entsteht durch eine unterschiedlich starke Verstoffwechselung.
Wenn an Zeitpunkt 2 mehr Substanz verstoffwechselt wird als an Zeitpunkt 1, ist dies
durch eine Zunahme der vitalen Zellen méglich und damit als relative Zunahme der Prolife-
ration in diesem Zeitraum zu verstehen. Die steigende relative Wachstumskurve an Tag
21 zeigt demnach, dass die Zellen auf der porcinen Probe zwischen Tag 7 und Tag 21
weiterhin proliferierten und an Tag 21 mehr vitale Zellen vorhanden sind. Ob sich diese
vitalen Zellen genau an Tag 21 in Mitose befinden, wird nicht angezeigt, weswegen die
fallende Detektion von Ki67 an Tag 21 diesem Ergebnis nicht widerspricht. Die statistische
Auswertung zeigte jedoch, dass die Expression von Ki67 abhangig von der Kultivierungs-
dauer ist. Je langer die Zellen auf der Kornea kultiviert wurden, desto geringer war die
Expression von Ki67. Dies lasst schlussfolgern, dass sich das Proliferationsverhalten der

LESC nach drei Wochen Kultivierung auf einer dezellularisierten Kornea verandert und
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abnimmt. Um diese Vermutung zu Uberprifen, ware ein langerer Beobachtungszeitraum

notwendig.

Als Fazit ist festzuhalten, dass sowohl die dezellularisierte humane als auch porcine Kor-
nea die Proliferation von LESC nach Re-Epithelialisierung erhalt. Dabei kdnnen die unter-
suchten Wachstumsuntergriinde fur die LESC ebenso gute Wachstumsbedingungen bie-
ten wie der beschichtete Kunststoff einer Multi-Well-Platte. Zusatzlich bietet das dezellu-
larisierte Gewebe die Mdglichkeit, direkt mit den darauf wachsenden Zellen in den Patien-
ten transplantiert zu werden. Die Notwendigkeit eines Zelltransfers auf eine Transplanta-
tionsmatrix entfallt, wie es bei einer ex-vivo Kultivierung in einer Zellkulturflasche der Fall
ware. Dies zeigt in Zusammenschau mit den positiven Ergebnissen aus der Untersuchung
des Stammzellerhalts, dass das dezellularisierte korneale Gewebe einen geeigneten Un-
tergrund fur LESC darstellt. Bei der Verwendung des dezellularisierten Limbus als Trager-
matrix fir LESC mit anschlieRender Transplantation ware ein Erhalt der regenerativen Fa-
higkeiten der Stammzellen wahrscheinlich, wodurch der Erfolg der Therapie entschieden
gesteigert ware. Langzeituntersuchungen wirden Gewissheit GUber das Proliferationsver-

halten der LESC uber den hier untersuchten Zeitraum hinaus geben.

4.6 Der dezellularisierte humane und porcine Limbus unterscheiden sich nicht

in Bezug auf Expansion und Kultivierung von LESC

Seit 2011 nimmt die Zahl der Organspender ab, die reine Gewebespende ist von diesem
Verlauf jedoch nicht betroffen [166]. Stattdessen kann sogar eine steigende Spenderbe-
reitschaft fir Hornhaute verzeichnet werden [167]. Dennoch findet sich eine erhebliche
Diskrepanz zwischen Gewebebedarf und Gewebespende [168]; die durchschnittliche
Wartezeit auf eine Spenderhornhaut betragt aktuell drei bis 24 Monate [169]. Deshalb ist
es von grofder Wichtigkeit, alternative Materialien zu erforschen, um den Mangel an vor-
handenem Gewebe auffangen zu kénnen. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden
Arbeit zum einen der dezellularisierte humane Limbus, aber auch der dezellularisierte por-
cine Limbus als Tragermatrix fir LESC als Therapieoption bei bilateraler LSCD untersucht.
Der bei einer Keratoplastik nicht verwendete korneosklerale Ring kann fiir eine Transplan-
tation bei einer LSCD genutzt werden [77]. Durch die Dezellularisierung des Gewebes
kénnen oft ehemals verworfene Korneae verwendet werden, da Pathogene und Immuno-
gene entfernt werden [130, 141]. Die Nutzung porciner Korneae im Menschen wirde die

Diskrepanz zwischen Bedarf und Mangel weiter verringern.
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Es wurde nachgewiesen, dass die Expansion von ex-vivo kultivierten LESC auf einem
humanen dezellularisierten Limbus zwar durch eine héhere Erfolgsquote aussichtsreicher
als auf einem dezellularisierten porcinen Limbus ist, aber dass dennoch auf beiden die
Stammzellen mehrheitlich erfolgreich kultiviert werden konnten. Die Spezies des Limbus
Ubte keinen Einfluss auf die Schichtanzahl aus und die Expressionen des Proliferations-
und pro-apoptotischen Markers waren zwischen beiden Spezies nach drei Wochen gleich
stark. Sowohl die Teilungsfahigkeit der LESC als auch die Vitalitat der Zellen scheint dem-
nach auf beiden Korneae ahnlich zu sein. Allerdings lasst die sinkende Detektion von Ki67
in der porcinen Probe an Tag 21 vermuten, dass die proliferativen Fahigkeiten der Zellen
auf diesem Wachstumsuntergrund nachlassen. Dies stellt den humanen Limbus als
wachstumsférdernder heraus als den porcinen Limbus. Im Zusammenschluss der Experi-
mente konnten keine Unterschiede in der Progenitorzellmarker-Expression gefunden wer-
den, weswegen von einer Vergleichbarkeit des humanen und porcinen Limbus in Bezug
auf den Erhalt der Stammzelleigenschaften ausgegangen werden kann. Es fand sich eine
signifikante gesteigerte Expression von CK 3 in den humanen Proben im Vergleich zu den
porcinen Proben. Diese starkere Expression deutet auf eine héhere Differenzierungsnei-
gung der Stammzellen auf dem humanen Limbus hin. Da die Progenitorzellmarker jedoch
zwischen Tag 3 und Tag 21 gleichbleibend stark in dem humanen Limbus detektiert wur-

den, wurden die Stammzelleigenschaften dennoch ausreichend bewahrt.

Im Vergleich des Limbus mit der zentralen Kornea zeigten sich keine Unterschiede im
Erhalt der Stammzelleigenschaften oder in Bezug auf das Proliferationsverhalten der
LESC. Da die Zellen auRerhalb der Nische gleichwertig wachsen konnten, stellt dieses
Ergebnis die physiologische Regulation der Stammzellen durch die urspringliche Ni-
schenumgebung als Alleinstellungsmerkmal des Limbus in Frage. Wichtig sind nun Lang-
zeitverlaufs-Untersuchungen des dezellularisierten Gewebes. Die Daten dieser Arbeit bil-
den die ersten drei Wochen nach Aussaat von LESC ab, in denen sich keine Unterschiede
zwischen Limbus und zentraler Kornea zeigten. Es ist jedoch zu vermuten, dass langfristig
die Zellen auf der zentralen Kornea ausdifferenzieren, da den LESC ihre physiologische
Stammzellnische verwehrt bleibt. Dennoch konnten in dieser Arbeit viele Erkenntnisse
Uber den Limbus als Wachstumsuntergrund erworben werden. Die Dezellularisierung be-
wahrt die Funktion des Limbus unter gleichzeitiger Verringerung des immunologischen
Potentials. Er ist in der Lage, Uber einen Zeitraum von drei Wochen die Stammzellen zu

erhalten und ihre regenerative Fahigkeit zu férdern.

86



Diskussion

4.7 Wissenschaftliche Implikationen

Aus dieser Arbeit ergeben sich drei wesentliche Erkenntnisse fur die Forschung:

1. Eine Expansion von ex-vivo kultivierten LESC auf dezellularisiertem humanen und
porcinen Limbus ist moglich.

2. Der dezellularisierte humane und porcine Limbus erhalten die proliferativen Fahig-
keiten der Stammzellen.

3. Der dezellularisierte humane und porcine Limbus erhalten die Stammzelleigen-

schaften der LESC nach Re-Epithelialisierung Uber 21 Tage.

Die hier aufgeflihrten Gesichtspunkte ermoéglichen es erstmals, den dezellularisierten por-
cinen Limbus als Wachstumsuntergrund in Betracht zu ziehen. Es wurde eine Tragerma-
trix aufgezeigt, die kostengiinstig gewonnen werden kann und in einer hohen Anzahl vor-
handen ist. Dies ist besonders in der heutigen Zeit essentiell, in der ungeféahr 10 mal mehr
Organe bendtigt als gespendet werden (Stand 2020 [170]). Auch der Nachweis der erfolg-
reichen Re-Besiedelung des dezellularisierten humanen Limbus ist wichtig. Durch eine
Dezellularisierung des Gewebes und eine Entfernung der Zellen kann eine gréRere Zahl
von Spenderkorneae eingeschlossen und verwendet werden. Fortfihrend bedeutet dies
zum einen, dass sowohl der humane als auch der porcine dezellularisierte Limbus als
maogliche Tragermatrices fur LESC vorgestellt wurden. Beide kdnnen in der Therapie einer
bilateralen LSCD eingesetzt werden und unterscheiden sich nicht in ihrer positiven Aus-
wirkung auf die Stammzellen. Durch den Erhalt der Stammzellnische wird eine naturliche
Regulation und somit der Langzeiterhalt der Stammzelleigenschaften sowie des Prolifera-
tionsverhaltens ermdglicht. Bei beiden Matrices werden die physiologischen Gegebenhei-
ten der Stammzellnische mit dem Vorteil der Immunogenfreiheit verbunden. Zum anderen
kénnen LESC ohne die Verwendung eines Feederlayers auf diesen Matrices kultiviert wer-
den. Die naturliche Nischenumgebung sorgt fur einen Stammzellerhalt, wodurch das im-

munologische Potential zusatzlich zur Dezellularisierung verringert werden kann.

4.8 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit ebnen den Weg flir weitere Forschungen am dezellularisier-
ten Limbus beider Spezies als Wachstumsuntergrund fir LESC. Um das volle Potential
des dezellularisierten Limbus erforschen zu kdnnen, sollte dieser in groRer angelegten
Studien untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl der humane als auch
der porcine dezellularisierte Limbus in der Lage sind, eine Expansion von LESC auf ihm

zu ermdglichen und in einem Zeitraum von drei Wochen ihre Zellteilungsfahigkeit und die
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Stammzelleigenschaften zu erhalten. In weiterfUhrenden Studien sollte untersucht wer-
den, inwiefern sich diese Eigenschaften in einem langeren Zeitraum verandern. Ebenfalls
sollte dabei Uberprift werden, ob eine Re-Besiedelung in Explantatkulturtechnik einen un-
terschiedlichen Effekt auf die Stammzellerhaltung im Limbus austbt. Auch die Zellschicht-
dicke sollte in kommenden Studien miterfasst werden, damit differenziert werden kann, ob
ein ALl zu einer starkeren Abschilferung des Epithels flhrt als eine konventionelle Kulti-
vierung. Abschliefend muissen die Experimente in zukinftigen Arbeiten in ein in vivo Tier-
modell Uberfuhrt werden, um gesicherte Kenntnisse Uber sie als mdgliche Transplantati-
onsmatrix bei bilateraler LSCD gewinnen und den Einfluss des Limbus auf die LESC in

vivo untersuchen zu konnen.

4.9 Limitationen

Aus der beschriebenen herangezogenen Arbeitsweise ergeben sich Limitationen dieser
Arbeit. Diese sind méglicherweise ein Grund, warum nicht alle gewonnenen Ergebnisse
eine statistische Signifikanz, sondern zeigen in einigen Bereichen nur Tendenzen aufzei-
gen. Als gréte Einschrankung gilt hierbei die geringe Probenanzahl. Die Begrenzung auf
je drei humane und drei porcine Korneae pro Beobachtungszeitraum wurde gewahlt, da
es sich bei dieser Arbeit um eine Pilotstudie handelt. Die Anzahl von n = 3 humane und
porcine Korneae pro Beobachtungszeitraum erschien allerdings genug, um erste wegwei-
sende Ergebnisse zu erzielen und Konsequenzen fir die Planung von Fortsetzungsstu-
dien zu ziehen. Unter Zusammenschau der verschiedenen Experimente wurden wichtige
Trends aufgezeigt, es sollten allerdings groRer angelegte weiterfihrende Studien zur
Uberpriifung der Ergebnisse durchgefiihrt werden. Insbesondere die Untersuchung des

Erhalts der Stammzelleigenschaften erscheint hier sinnvoll.

Eine weitere Limitation ist das heterogene Kollektiv. Studienrelevante Unterschiede und
Korrelationen wurden von individuellen Unterschieden Uberlagert und waren daher nicht
eindeutig erkennbar. So konnten wegen logistischer Griinde beispielsweise die Spender-
korneae nicht von Leichnamen einer definierten Altersgruppe verwendet werden, um eine
Beeinflussung des Alters der Kornea und des Limbus auf deren Fahigkeit zur Regulation
der Stammzellen zu minimieren. So fanden Gogola et al. heraus, dass die Kollagenmor-
phologie in der Sklera und Kornea im Alter abnimmt, sich die Morphologie des Limbus
andert und auch die mechanische Belastbarkeit im Alter variiert [171]. Dahingegen wurde
von Consejo et al. kontrar dazu beobachtet, dass der Limbus zwar individuell abhangig

geformt ist, jedoch das Alter keinen Einfluss auf dessen Morphologie hat [172]. Fir eine
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Diskussion

differenzierte Untersuchung des dezellularisierten Limbus als idealen Wachstumsunter-
grund, sollte das Alter der Spenderkorneae miteinbezogen werden, um ein homogeneres
Spenderkollektiv zu erzielen. Schwankungen sind dennoch nicht komplett vermeidbar, da

es sich bei porcinen und humanen Korneae um biologisches Material handelt.
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6 Anhang

6.1 Gerate

Dampfgarer

Braun (Frankfurt am Main, Germany)

Sicherheitsschrank fir Chemikalien

Duperthal (Karlstein, Germany)

Zentrifuge 5424
Mastercycler

Pipetten

Eppendorf (Hamburg, Germany)

Absaugpumpe Vacusafe

Integra (Zizers, Swiss)

Magnetrihrer C-MAG HS7

IKA (Staufen, Germany)

Trockenschrank ISO9001

Jouan (Unterhaching, Germany)

Prazisionswaage PCB 1000-2

Kern und Sohn (Balingen, Germany)

Microplate Reader Emax

Labsystems (Helsinki, Finnland)

Mikroskop DM4000B
Mikroskopkamera DFC295
Mikrotom RM2255

Leica (Wetzlar, Germany)

Gefrierschranke

Liebherr (Kirchdorf, Germany)

Tissue Flotation Bath TFB55
Warmeplatte ITS40

Medite (Burgdorf, Germany)

Wasserbad

Memmert (Schwabach, Germany)

Paraffineinbettautomat TPS-1 EVO Il

Pathisto (Georgsmarienhutte, Germany)

Handstlickzahler

Roth (Karlsruhe, Germany)

Vortex Genie 2

Scientific Industries (New York, United States)

Plate Centrifuge

Star Lab (Hamburg, Germany)

Autoklav VX-95

Systec (Bergheim, Germany)

7500 Fast Real-Time PCR System

Entwasserungsautomat Shandon Citadel

1000

Inkubator HERAcell 240i
Kuhlplatte Shandon Histocentre 3
Nano-Drop ONEc

Sterilbank Safety Cabinet Class Il

Zentrifuge Heraeus Megafuge 16

Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, United
States)

Kreisschuttler

VWR International (Pennsylvania, United States)
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Neubauer Zahlkammer

pH-Meter pHenomenal

Sicherheitsabzug Secuflow Waldner (Wangen, Germany)

6.2 Verbrauchsmaterial

Pasteurpipetten Brand (Wertheim, Germany)

Centrifuge Tube Centristar Cap (15 /50 ml)
Corning Incorporated (New York, United States)
Serologische Pipetten (5/10 /25 ml)

Multiwell-Platten (6 / 12 / 24 | 48 / 96) Costar (New York, United States)
Fettstift Dako Pen Code S2002 Dako (Hamburg, Germany)
Deckglaser

Einbettkassetten flr Biopsie
Objekttrager Starfrost Advanced Adhesive Engelbrecht (Ederminde, Germany)
Papierfilter fir Einbettung

Schwamm fir Einbettung

Eppendorfreaktionsgefalie

(05/1/1,5/2 ml) Eppendorf (Hamburg, Germany)

Mikrotomklinge R35
Feather (Osaka, Japan)
Skalpell No 10

Sterilfilter Roth (Karlsruhe, Germany)

Petrischalen

Pipettenspitzen

(10 /100 / 200 / 1000 pl) Sarstedt (NUmbrecht, Germany)

Zellkulturflaschen, Standard TC-Beschichtung
(T75/T175)

Spritzen (20 ml) Sigma Aldrich (Missouri, United States)

6.3 Mittelwertvergleiche der Schichtanzahl

Die nachstehende Tabelle bezieht sich auf das Kapitel ,Mehrschichtigkeit des neuen kor-
nealen Epithels“ (Kap. 3.3). Um zu Uberprifen, ob eine Veranderung der mittleren Schicht-
anzahl des Epithels zwischen zwei Untersuchungszeitpunkten vorliegt, wurden Mittelwert-
vergleiche mittels t-Test durchgefuhrt. Dabei wurden Veranderungen zwischen den Tagen

D3 und D7, zwischen D7 und D21 sowie D3 und D21 untersucht. Unterschieden wurde
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dabei zwischen der Spezies der Kornea, der Kultivierungsart sowie der Lokalisation der
Zellen (Kap. 2.2.5.1, Kap. 2.2.5.2).

Tabelle 7: Mittelwertvergleiche der Schichtanzahl re-epithelialisierter Korneae

Spezies Kultivierungsart Lokalisation Zeitpunkt Df p
Human Konventionell Limbus D3 — D7 t(10) = -2,702 ,022
Zentrale Kornea t(10) = -,760 ,465
Limbus D7 — D21 t(10) = ,418 ,685
Zentrale Kornea t(10) = ,520 ,614
Limbus D3 — D21 t(10) = -2,423 ,036
Zentrale Kornea t(10) = -,299 J71
Luft-Flussigkeits- Limbus D3 — D7 t(10) =-2,314 ,043
Grenze
Zentrale Kornea t(10) =-1,871 ,091
Limbus D7 — D21 t(10) = -,847 A17
Zentrale Kornea t(10) = ,697 ,502
Limbus D3 — D21 t(10) = -2,274 ,046
Zentrale Kornea t(10) = -2,331 ,042
Porcin Konventionell Limbus D3 —» D7 t(10) = -1,360 ,204
Zentrale Kornea t(10) = -1,459 175
Limbus D7 — D21 t(10) = ,847 A17
Zentrale Kornea t(10) = ,542 ,599
Limbus D3 — D21 t(10) = -1,362 ,203
Zentrale Kornea t(10) = -2,169 ,055
Luft-Flissigkeits- Limbus D3 — D7 t(8) = -,945 ,373
Grenze Zentrale Kornea t(8) = -1,368 ,208
Limbus D7 — D21 t(10)=-14 ,192
Zentrale Kornea t(10) = ,271 , 792
Limbus D3 — D21 t(8) = -1,594 ,150
Zentrale Kornea t(8) =-2,154 ,063

Dargestellt sind die Mittelwertvergleiche der Schichtanzahl des ausgesaten Epithels auf einer dezel-
lularisierten humane oder porcinen Kornea. Dabei wurden die Zellschichten in den Lokalisationen
Limbus und Zentrale Kornea an Tag 3, Tag 7 und Tag 21 ausgezahlt. Unterschieden wurde dabei die
Kultivierung der re-epithelialisierten Korneae in einer konventionellen Kultivierung und in einer Luft-
Flussigkeits-Grenze. Verglichen wurden hier die Schichtanzahl zwischen Tag 3 und Tag 7, zwischen
Tag 7 und 21 sowie zwischen Tag 3 und Tag 21.; p <,05
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6.4 Einflussfaktor auf die Proteinexpression von LESC nach Re-Epithelialisie-

rung

Auf Tabelle 8 wird in Kapitel 3.4.1 Bezug genommen, sie basiert auf dem Experiment ,Im-
munhistochemische Farbung® (Kap. 2.2.3.4). Eine multiple Regression diente der Detek-
tion von Einflussfaktoren auf die Expression der Progenitorzellmarker ABCG2, p63a und
Cytokeratin 15, des Proliferationsmarkers Ki67, der Epithelzellmarker Cytokeratin 12 und
Cytokeratin 3 sowie des Apoptosemarkers Caspase 3. Einbezogen wurden die Faktoren
Spezies, Kultivierungsart, Kultivierungsdauer und Lokalisation (Kap. 2.2.5.1, Kap. 2.2.5.2).
Es konnten keine signifikanten Einflisse nachgewiesen werden, bis auf eine negative Wir-
kung der Kultivierungsdauer auf die Expression von Ki67 (3 = -,154, p <,001) und einen

Einfluss der Spezies des Wachstumsuntergrund auf Cytokeratin 3 (§ = -,159, p =,002).

Tabelle 8: Einflussfaktor auf die Proteinexpression von LESC nach Re-Epithelialisierung

Antikorper Outcomevariable Regressionskoeffizient B o] 95%-KI
ABCG2 Spezies -,030 ,706 [-,188; ,128]
Kultivierungsart ,047 ,554 [-,111; ,205]
Kultivierungsdauer ,067 ,(176 [-,031; ,164]
Lokalisation -,087 273 [-,245; ,071]
p63a Spezies ,056 ,325 [-,056; ,168]
Kultivierungsart ,073 ,196 [-,039; ,185]
Kultivierungsdauer ,011 751 [-,058; ,081]
Lokalisation -,041 A72 [,152; ,071]
Cytokeratin Spezies -,142 ,106 [-,315; ,031]
19 Kultivierungsart -,054 ,534 [-,227; ,119]
Kultivierungsdauer ,016 , 763 [-,090; ,123]
Lokalisation -,041 ,637 [-,213;,132]
Ki67 Spezies ,037 ,582 [-,095; ,168]
Kultivierungsart ,015 ,816 [-,116; ,147]
Kultivierungsdauer -,155 <,001 [-,237; -,074]
Lokalisation -,067 ,311 [-,199; ,064]
Cytokeratin Spezies -,007 ,856 [-,080; ,066]
12 Kultivierungsart ,032 ,383 [-,041; ,105]
Kultivierungsdauer ,008 ,709 [-,037; ,054]
Lokalisation ,052 ,161 [-,021; ,125]
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Cytokeratin 3  Spezies -,159 ,002 [-,259; -,060]
Kultivierungsart ,055 272 [-,044; ,154]
Kultivierungsdauer ,057 ,070 [-,005; ,118]
Lokalisation ,032 527 [-,068; ,131]

Caspase 3 Spezies ,013 ,208 [-,007; ,033]
Kultivierungsart ,009 ,374 [-,011; ,029]
Kultivierungsdauer -,007 ,265 [-,020; ,006]
Lokalisation ,003 ,796 [-,018; ,023]

Dargestellt sind die Ergebnisse der multiplen Regressionen auf Basis der Ergebnisse aus Fluoreszenz-
Farbungen. Die Expression der Marker ABCG2, p63a, Cytokeratin 15, Ki67, Cytokeratin 12, Cytokeratin

3 und Caspase 3 durch limbale epitheliale Stammzellen, ausgesat auf eine dezellularisierte humane oder

porcine Kornea, wurde untersucht. Hierbei wurde der Einfluss der Kultivierungsart (Konventionelle Kul-

tivierung / Luft-FlUssigkeits-Grenze), der Spezies der Kornea (human / porcin), der Kultivierungsdauer

(Tag 3/7/21) und der Lokalisation der Zellen (Limbus / Zentrale Kornea) untersucht. p <,05
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6.5 Anteile der antikorper-positiven Zellen nach Re-Epithelialisierung

Auf die folgende Tabelle wird in Kapitel 3.4.1 eingegangen. lhre Daten stammen aus dem
Experiment ,Immunhistochemische Farbung“ (Kap 2.2.3.4) und behandeln die Marker
ABCG2, p63a, CK 3, 12 und 15 sowie Caspase 3. Die jeweilige Expression wurde abhan-
gig von der Kultivierungsart, der Lokalisation und der Spezies (hier nur Testung des Lim-
bus) mittels Mittelwertvergleichen untersucht. Die Expressionen an Tag 3 und Tag 21 im
Limbus wurden verglichen, bei ABCG2 und p63a zusatzlich unabhangig von der Lokalisa-
tion. Signifikante Ergebnisse waren an Tag 7 in der porcinen Probe bei ABCG2 sowie an
Tag 21 bei p63a und in der humanen Probe an Tag 21 bei Cytokeratin 3 in dem Vergleich

der Kultivierungsarten zu finden.

Tabelle 9: Vergleich der Anteile der antikorper-positiven Zellen nach Re-Epithelialisie-
rung

Protein Spezies Zeitpunkt Vergleich Df p
ABCG2 Human t(10) = ,871 ,404
- D7
Porcin t(10) = -2,693 ,023
Kultivierungsart
Human t(10) =-,793 ,446
- D21
Porcin t(10) = -1,356 ,205
Human t(22) =-,791 437
Human, Limbus t(10) = ,469 ,649
Porcin t(20) = -1,303 ,208
D3 — D21
Porcin, Limbus t(9) = -1,409 ,192
Human, Zentrale Kornea t(10) = -,617 ,551
Porcin, Zentrale Kornea t(9) = -,502 ,628
D7 t(22) = ,147 ,884
Lokalisation
D21 t(22) = 1,269 ,218
D7 t(10) = ,674 515
Spezies (Limbus)
D21 t(10) =-,634 ,540
p63a Human t(10) = ,155 ,880
- D7
Porcin t(10) = 1,980 ,076
Kultivierungsart
Human t(10) = 1,439 ,181
- D21
Porcin t(10) =-2,570 ,011
Human t(22) = 1,413 172
D3 — D21
p63a Human, Limbus t(10) = ,668 ,519
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Porcin t(20) = -,909 374
Porcin, Limbus t(9) = -,580 576
Human, Zentrale Kornea t(10) = 1,63 ,134
Porcin, Zentrale Kornea t(9) =-1,324 ,222
D7 t(22) = -,045 ,965
Lokalisation
D21 t(22) = ,402 ,691
D7 t(10) = ,057 ,956
Spezies (Limbus)
D21 t(10) =-1,032 ,326
Cytokeratin Human D7 t(10) = -1,548 ,153
15
Porcin t(10) = 1,565 ,149
Kultivierungsart
Human D21 t(10) = ,981 ,350
Porcin t(10) = 1,892 ,088
Human, Limbus t(10) = -,622 ,548
Porcin, Limbus t(9) = ,220 ,831
D3 — D21
Human, Zentrale Kornea t(10) = ,482 ,640
Porcin Zentrale Kornea t(9) =-,414 ,688
D7 t(22) = ,410 ,686
Lokalisation
D21 t(22) =,314 757
D7 t(10) = 1,763 ,108
Spezies (Limbus)
D21 t(10) = ,890 ,395
Ki67 Human t(10) = -,532 ,606
D7
Porcin t(10) = ,481 ,641
Kultivierungsart
Human t(10) = -2,348 ,041
D21
Porcin t(10) = -1,494 ,166
Human, Limbus t(10) = 1,541 ,154
Porcin, Limbus t(9) = 3,292 ,009
D3 — D21
Human, Zentrale Kornea t(10) = ,837 422
Porcin, Zentrale Kornea t(9) = 3,379 ,008
D7 t(22) =,912 372
Lokalisation
D21 t(22) = -,248 ,807
D7 t(10) =,105 ,919
Spezies (Limbus)
D21 t(10) =,602 ,561
Human D7 Kultivierungsart t(10) = 1,378 ,198
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Cytokeratin Porcin t(10)=-1,0 ,341
12
Human t(10) = -1,227 ,248
D21
Porcin t(10) =-1,914 ,085
Human, Limbus t(10) =-1,072 ,309
Porcin, Limbus t(9) = ,432 ,676
D3 — D21
Human, Zentrale Kornea t(10) =-,745 473
Porcin, Zentrale Kornea t(9) =-,163 ,874
D7 t(22) = -1,048 ,306
Lokalisation
D21 t(22) = -,968 ,344
D7 t(10)=1,1 ,297
Spezies (Limbus)
D21 t(10) =-,335 ,745
Cytokeratin 3 Human t(10) =-,314 ,760
D7
Porcin t(10) = 1,123 ,288
Kultivierungsart
Human t(10) = -2,797 ,019
D21
Porcin t(10) =-1,146 ,279
Human, Limbus t(10) =-1,180 ,265
Porcin, Limbus t(9) = -,663 524
D3 — D21
Human, Zentrale Kornea t(10) = -,837 422
Porcin, Zentrale Kornea t(9) = -1,397 ,196
D7 t(22) = ,381 ,707
Lokalisation
D21 t(22) = -,622 ,540
D7 t(10) = 1,708 ,118
Spezies, (Limbus)
D21 t(10) = 1,466 173
Caspase 3 Human t(10) = ,661 524
D7
Porcin t(10) = -1,246 ,241
Kultivierungsart
Human t(10)=-1,716 117
D21
Porcin t(10) = -,635 ,540
Human, Limbus t(10) = -1,040 323
Porcin, Limbus o t(9) = 2,103 ,065
D3 — D21
Human, Zentrale Kornea t(10) = -1,760 ,109
Porcin, Zentrale Kornea o t(9) = 1,217 ,255
D7 t(22) = -,536 ,598
c 3 Lokalisation
aspase D21 t(22) = -,520 ,608
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D7 t(10)=1,69 ,122
Spezies (Limbus)
D21 t(10) = 1,295 224

Die angegebenen Werte sind mittels t-Tests erhoben. Es wurde die Proteinexpression von limbalen
epithelialen Stammzellen ausgesat auf humane und porcine dezellularisierte Korneae untersucht.
Verglichen wurden die Expressionen abhangig von der Kultivierungsart (Konventionell / Luft-Flissig-
keits-Grenze) und der Lokalisation (Limbus / Zentrale Kornea) sowie die limbale Expression abhangig
von der Spezies (human / porcin) jeweils am selben Untersuchungstag. Ebenfalls wurde die Expres-
sion an den Tagen 3 und 21 miteinander verglichen. p <,05
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6.6 Einflussfaktoren auf die Genexpression von LESC nach Re-Epithelialisie-

rung

Die folgenden Daten beruhen auf dem Experiment ,quantitative Echtzeit-Polymeraseket-
tenreaktion“ (Kap. 2.2.4.3) und werden in Kapitel 3.4.2 erlautert. Um die Einflussfaktoren
fur die Genexpression der Gene ABCG2, p63a-1, p63a-2, Cytokeratin 15, Bax und Bcl-2
von LESC herauszustellen, welche auf eine dezellularisierte humane oder porcine Kornea
beziehungsweise als Kontrolle auf den Kunststoff einer Multi-Well-Platte ausgesat wurden,
wurde eine multiple Regression mit den Outcomevariablen Spezies und Kultivierungs-
dauer durchgefuhrt (Kap. 2.2.5.1, Kap. 2.2.5.2). Es wurde nachgewiesen, dass die Kulti-
vierungsdauer einen signifikanten Effekt auf die Genexpressionen von ABCG2, p63a-2,
Cytokeratin 15, Bcl-2 und Bax austbt. Ein Einfluss der dezellularisierten Kornea oder des

Kunststoffs auf die Genexpression der LESC konnte nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 10: Einflussfaktoren auf die Genexpression von LESC nach Re-Epithelialisie-
rung

Outcomevariable Regressions-koef- p 95%-KI
fizient B
ABCG2 Spezies ,039 ,947 [-1,156; 1,234]
Kultivierungsdauer 3,118 <,001 [1,905; 4,332]
p63a-1 Spezies -,445 ,325 [-1,352; ,462]
Kultivierungsdauer ,119 794 [-,802; 1,040]
p63a-2 Spezies -,605 475 [-2,307; 1,098]
Kultivierungsdauer 2,460 ,007 [,731; 4,189]
Cytokeratin 15  Spezies ,496 ,302 [-,466; 1,458]
Kultivierungsdauer 2,108 <,001 [1,131; 3,085]
Bax Spezies ,352 ,599 [-,997; 1,701]
Kultivierungsdauer 1,8 ,012 [,430; 3,169]
Bcl-2 Spezies ,502 ,134 [-,163; 1,166]
Kultivierungsdauer 1,494 <,001 [,819; 2,168]

Dargestellt sind die Ergebnisse der multiplen Regressionen auf Basis der Ergebnisse aus qrt-PCRs.
Die Expression der Gene ABCG2, p63a-1, p63a-2, Cytokeratin 15, Bax und Bcl-2 von limbalen
epithelialen Stammzellen, ausgesat auf eine dezellularisierte humane oder porcine Kornea oder auf
Kunststoff, wurde untersucht. Hierbei wurde der Einfluss der Spezies des Untergrundes (human /
porcin / Kunststoff) und der Kultivierungsdauer (Tag 3 /7 / 21) untersucht. p < ,05
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6.7 Genexpressions-Vergleiche von LESC zwischen Proben und Kontrolle

Die folgenden Daten beruhen auf dem Experiment ,quantitative Echtzeit-Polymeraseket-

tenreaktion“ (Kap. 2.2.4.3) und werden in Kapitel 3.4.2 erklart. Um zu untersuchen, ob sich

die dezellularisierte humane und porcine Kornea als Wachstumsuntergrund fir ex-vivo

kultivierte und ausgesate LESC besser eignen als Kunststoff, wurden Mittelwertvergleiche

der Genexpressionen der Proben mit der Kontrolle an den Tagen 3, 7 und 21 durchgeflhrt.
Die Gene ABCG2, p63a-1, p63a-2, Cytokeratin 15, Bax und Bcl-2 wurden daflr mittels

PCR analysiert. Es wurde nachgewiesen, dass sich die Genexpressionen von LESC zwi-

schen Proben und Kontrollen nicht unterschieden.

Tabelle 11: Mittelwertvergleiche der Genexpression von LESC ausgesat auf dezellu-

larisierte Korneae und auf Kunststoff

Gen Zeitpunkt Vergleich Df P
ABCG2 D3 Humane Probe / Kon- t(7) = ,357 732
trolle

D7 t(7) = -,223 ,830

D21 t(7) = -,089 ,932

D3 Porcine Probe / Kontrolle  t(7) =-,783 ,459

D7 t(7)=,574 ,584

D21 t(7) =-,672 ,523

p63a-1 D3 Humane Probe / Kon- t(7) = ,431 ,680
trolle

D7 t(7) = ,864 416

D21 t(7) = ,884 ,406

D3 Porcine Probe / Kontrolle  t(7) = -,449 ,667

D7 t(7) = -,291 ,780

D21 t(7) =-,344 , 741

p63a-2 D3 Humane Probe / Kon- t(7)=,782 ,460
trolle

D7 t(7) = ,443 ,671

D21 t(7) =-,034 ,974

D3 Porcine Probe / Kontrolle  t(7) = -,501 ,632

D7 t(7) = ,354 734

D21 t(7) = 1,431 ,196

Cytokeratin 15 D3 Humane Probe / Kon- t(7) = ,269 , 796
trolle

D7 t(7) =-,768 ,468

Cytokeratin 15 D21 t(7)=-,798 ,451
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D3 Porcine Probe / Kontrolle  t(7) = -1,566 ,161

D7 t(7) = -1,067 ,321

D21 t(7) = -,257 ,805

Bcl-2 D3 Humane Probe / Kon- t(7) = -,664 ,528
trolle

D7 t(7) = -2,007 ,085

D21 t(7)=-1,414 ,200

D3 Porcine Probe / Kontrolle  t(7) =,128 ,902

D7 t(7) = -1,438 ,193

D21 t(7) = -,889 ,404

Bax D3 Humane Probe / Kon- t(7)=,792 454
trolle

D7 t(7) = -,593 572

D21 t(7) = -,023 ,983

D3 Porcine Probe / Kontrolle  t(7) =-1,925 ,096

D7 t(7) =-1,035 ,335

D21 t(7) =-2,168 ,067

Dargestellt sind die Mittelwertvergleiche der Cr-Werte im Rahmen von grt-PCRs. Untersucht wurden
die Gene ABCG2, p63a-1, p63a-2, Cytokeratin 15, Bcl-2 und Bax. Verglichen wurden die Genexpres-
sionen von limbalen epithelialen Zellen, ausgesat auf einer dezellularisierte humane oder porcine
Kornea (humane / porcine Probe) mit der Genexpression von limbalen epithelialen Zellen ausgesat
auf den Kunststoff einer herkdmmliche Multi-Well-Platte (Kontrolle). Gemessen wurde an den Tagen

(D)3, 7 und 21. p<,05
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6.8 Mittelwertvergleiche des Proliferationsverhaltens

Um vergleichen zu kénnen, ob es einen Unterschied im Proliferationsverhalten zwischen
der humanen und der porcinen Probe beziehungsweise zwischen den Proben und der
Kontrolle gibt, wurden Mittelwertvergleiche basierend auf den Daten des Experiments
~WST-1-Proliferationsassay“ (Kap. 2.2.2.5) gemacht und in Kapitel 3.5 naher erlautert. Zu
erkennen ist, dass eine dezellularisierte humane Kornea eine vergleichbare Wirkung uber
21 Tage auf das Proliferationsverhalten von LESC ausubt wie eine dezellularisierte por-

cine Kornea. Beide Proben unterscheiden sich nicht von der Kontrolle.

Tabelle 12: Proliferationsverhalten von limbalen Stammzellen im Vergleich

Zeitpunkt Vergleich Df P

D3 Humane Probe / Porcine t(4)=,01 ,993
D7 Probe t(4) =,239 ,822
D21 t(4) =-1,385 ,238
D3 Humane Probe / Kontrolle t(4) = -,227 ,832
D7 t(4) = -,368 732
D21 t4)=-1,7 ,164
D3 Porcine Probe / Kontrolle t(4) =-,320 , 765
D7 t(4) = -,045 ,966
D21 t(4) = ,907 416

Dargestellt sind die Mittelwertvergleiche der Lichtabsorptionswerte im Rahmen eines
WST-1-Proliferationsassays. Verglichen wurde die Lichtabsorption von limbalen epitheli-
alen Zellen, ausgesat auf einer dezellularisierte humane oder porcine Kornea (humane /
porcine Probe) mit der Lichtabsorption von limbalen epithelialen Zellen ausgesat auf den
Kunststoff einer herkdmmliche Multi-Well-Platte (Kontrolle) sowie zwischen den beiden
Proben untereinander. Gemessen wurde an den Tagen (D) 3, 7 und 21. p £,05
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