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Referat  I 
 
 
Referat 
 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll das Vorkommen und die funktionelle 

Bedeutung der Peptidhormone Relaxin 2 (RLN2) und Relaxin-like Faktor (RLF) sowie 

der Leuzin-reichen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren LGR7 und LGR8 an der 

Augenoberfläche und im Tränenwegsystem untersucht werden. 

Um nähere Erkenntnisse über die mögliche Bedeutung und das Expressionsmuster 

von RLN2 und RLF sowie der Rezeptoren LGR7 und LGR8 an der Augenoberfläche 

und im Tränenwegsystem zu gewinnen, wurden Untersuchungen mittels RT-PCR und 

Immunhistochemie an Tränendrüse, Meibom-Drüse, Konjunktiva, Kornea, primären 

kornealen Fibroblasten, ableitenden Tränenwegen, sowie an der humanen 

Sebozytenzelllinie (SZ95), Kornea- (HCE) und Konjunktivaepithelzelllinie (IOBA-NHC) 

durchgeführt. Mittels eines BrdU-Assays wurde die Proliferation unter RLN2- und RLF-

Stimulation geprüft. Außerdem wurde der Einfluss von RLN2 und RLF auf die 

Migrationsfähigkeit der Epithelzelllinien mit Hilfe eine Scratch-Assays untersucht. 

Zellkulturexperimente wurden ebenfalls zur Analyse der Regulation von Matrix 

Metalloproteinasen (MMPs) und Tissue Inhibitors of MMP (TIMPs) nach RLN2- und 

RLF-Stimulation mittels der Real-Time PCR durchgeführt. 

RLN2- und RLF-mRNA konnte nur vereinzelt an Geweben der Augenoberfläche 

nachgewiesen werden. Der mRNA-Nachweis von LGR7 und LGR8 gelang in fast allen 

Geweben. In der Meibom-Drüse und vereinzelt in ableitenden Tränenwegen sowie in 

den 3 Zelllinien erfolgte die Detektion des LGR7-Proteins. Die Zelllinien exprimieren die 

Hormone und Rezeptoren auf mRNA-Ebene. RLN2 und RLF steigern die Proliferation 

und Migration von IOBA-NHC- und HCE-Zellen. Nach Stimulation der SZ95-, HCE- und 

IOBA-NHC-Zellen mit RLN2 und RLF zeigt sich eine Regulation der MMP- und TIMP-

Expression. 

Die Ergebnisse der Expressionsuntersuchungen implizieren, dass die Hormone nicht 

unter physiologischen Bedingungen an der Augenoberfläche gebildet werden, sondern 

via Blutstrom zur Augenoberfläche transportiert werden. Der endokrine Effekt kann 

über die Rezeptoren LGR7 und LGR8 erfolgen. Des Weiteren deuten die proliferations- 

und migrationssteigernden Wirkung sowie der Einfluss auf die MMP- und TIMP-

Expression auf eine Bedeutung der Hormone im Rahmen der Wundheilung hin. 

 

 
Hampel, Ulrike: Relaxin und der Relaxin-like Faktor sowie die Leuzin-reichen G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren 7 und 8 an der Augenoberfläche und im 
Tränenapparat. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 69 Seiten, 2010 
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1. Einleitung 
 

 
1.1 Wundheilung der Augenoberfläche 
 

Verletzungen der Augenoberfläche sind Alltag in der augenärztlichen Praxis. Durch 

mechanische Verletzungen (z.B. Fingernägel, Zweige), unsachgemäße Handhabung 

von Kontaktlinsen, glühende Partikel beim Schleifen oder durch Scheuern eines 

subtarsal gelegenen Fremdkörpers auf dem Epithel entstehen Epitheldefekte 

(Erosionen) (Sachsenwegen, 2002). Gefürchtet sind auch Verätzungen, da sie zu den 

gefährlichsten Augenverletzungen zählen und zur Erblindung führen können (Lang, 

2008). Nach Verletzung der Augenoberfläche ist eine effektive Wundheilung von 

zentraler Bedeutung. Der komplexe Vorgang der Wundheilung setzt sich aus 

verschiedenen zellulären und extrazellulären Vorgängen zusammen. Dabei ist sie das 

Resultat einer Vielzahl von regulatorischen biochemischen Prozessen. Zur 

vereinfachten Darstellung lassen sich die Hauptsequenzen, die zur Gewebereparatur 

der Hornhaut führen, wie folgt aufteilen. Die Primärantwort führt zur Restitution von 

physiologischen Barrieren der Augenoberfläche. Die Sekundärantwort dient der 

Wiederherstellung der Festigkeit und Transparenz der Hornhaut. Die sekundäre 

Rekonstitution der optischen Funktion des vorderen Augenabschnittes erfolgt durch 

einen prolongierten Prozess der Remodulierung des Gewebes. Die Qualität und 

Prognose der Wundheilung wird von der Art und der Ursache der Hornhautläsion 

wesentlich bestimmt (Rieck et al., 2003). 

Die verschiedenen Strukturen der Augenoberfläche, die an der Wundheilung beteiligt 

sind, lassen sich am Besten in Verbindung mit den 3 Komponenten des Tränenfilms 

verstehen. 

Die äußere Lipidkomponente des Tränenfilms wird von den Meibom-Drüsen gebildet. 

Dabei handelt es sich um 20 bis 25 spezialisierte Talgdrüsen (pro Lid), die im Tarsus 

des Augenlids sitzen und mit ihren Ausführungsgängen nahe der Hinterkante des 

Lidrandes münden. Durch die Lipidkomponente wird eine rasche Verdunstung des 

Tränenfilms verhindert. 

Der Hauptteil des Tränenfilms (wässrige Komponente) ist eine isotone Elektrolytlösung 

und wird von der Tränendrüse gebildet. Die Tränendrüse ist eine seröse 

tubuloalveoläre Drüse und liegt unter dem lateralen oberen Rand der Orbita. Darüber 

hinaus geben die Azinuszellen der Tränendrüse verschiedene antimikrobielle 

Substanzen z.B. Defensine, Lactoferrin oder Lysozym sowie Immunglobulin A in den 
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Tränenfilm ab und tragen so zum Schutz vor Keimbesiedlung und Entzündung bei. Zur 

Stabilisierung des Tränenfilms enthält die Tränenflüssigkeit Muzine. 

Zur mukösen Komponente tragen sowohl Kornea (Hornhaut, Cornea) als auch 

Konjunktiva (Bindehaut, Conjunctiva) bei. Die Konjunktiva ist eine transparente, 

gefäßführende Schleimhautschicht. Sie besitzt ein mehrschichtiges unverhorntes 

Plattenepithel und wird in 3 Abschnitte aufgeteilt. An der Lidinnenseite befindet sich die 

Conjunctiva tarsi, die fest mit dem Tarsus verwachsen ist. Im Bereich des Fornix 

conjunctivae bildet die Bindehaut eine Umschlagfalte und wird als Conjunctiva fornicis 

bezeichnet. Die Conjunctiva bulbi bedeckt die Sklera (Lederhaut, Sclera), die im 

vorderen Augenbereich in das Korneaepithel übergeht. Die Kornea besteht aus 

Epithelschicht, Stroma und Endothel und ist frei von Blutgefäßen (avaskulär). Sie stellt 

die durchsichtige Scheibe des Augapfels dar. 

Durch den Lidschlag wird der Tränenfilm auf der Augenoberfläche verteilt, um eine 

Austrocknung zu verhindern und damit die Hornhaut transparent zu halten. Der 

Tränenabfluss erfolgt über die ableitenden Tränenwege in den unteren Nasengang. 

„Verbrauchte“ Tränenflüssigkeit sammelt sich im nasalen Lidwinkel als Tränensee 

(Lacus lacrimalis) und wird über die Tränenpünktchen am medialen oberen und 

unteren Lidrand in die mit Plattenepithel ausgekleideten Tränenkanälchen (Canaliculi 

lacrimales) zum Tränensack (Saccus lacrimalis) und von dort in den Tränennasengang 

(Ductus nasolacrimalis) geleitet. Für den Tränentransport spielt die Pars lacrimalis des 

Musculus orbicularis oculi neben anderen Strukturen eine wichtige Rolle. Tränensack 

und Tränennasengang sind von einem mehrreihigen Zylinderepithel ausgekleidet 

(Lüllmann-Rauch, 2006). 

 

 

1.2 RLN2 und RLF sowie die Rezeptoren LGR7 und LGR8 
 
Das mit Insulin verwandte Peptidhormon Relaxin (RLN) ist seit Jahrzehnten als 

Schwangerschaftshormon bekannt. Relaxin spielt jedoch nicht nur bei der 

Fortpflanzung und in der Schwangerschaft eine wichtige Rolle, sondern besitzt 

vielfältige weitere Fähigkeiten. Beim Menschen sind 3 verschiedene Relaxinpeptide 

bekannt: RLN1, RLN2 und RLN3. Die verschiedenen Relaxine werden zusammen mit 

Insulin, den Insulin-ähnlichen Peptiden (Insulin-like pepitdes, INSL) und den Insulin-

ähnlichen Wachstumsfaktoren (Insulin-like growth factors) zur Insulin-Superfamilie 

zusammengefasst. Bis jetzt sind 4 Insulin-like Peptide bekannt, darunter der Relaxin-

like Faktor (RLF), der auch als Insulin-like Peptid 3 (INSL3) oder Leydig Insulin-like 

Peptid (Ley-IL) bezeichnet wird. Reifes Relaxin und RLF setzen sich wie Insulin aus 
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einer A- und einer B-Kette zusammen, die kovalent über 2 Disulfidbrücken verbunden 

sind. Innerhalb der A-Kette existiert eine intramolekulare Disulfidbrücke. Die Vorstufen 

Pro-Relaxin und Pro-RLF besitzen zusätzlich ein C-Peptid, das abgespalten wird 

(Sherwood, 2004; Dschietzig et al., 2006). 

RLN2 wird im weiblichen Reproduktionstrakt, darunter Corpus luteum, Endometrium, 

Dezidua, Plazenta, Trophoblast und in der Brustdrüse sowie in der Prostata exprimiert 

(Bigazzi et al., 1980; Hudson et al., 1984; Sakbun et al., 1990; Tashima et al., 1994; 

Essig et al., 1982; Ivell et al., 1989). Die Arbeitsgruppe um Dschietzig konnte die 

Synthese von RLN1 und RLN2 mRNA im Myokard sowie in arteriellen und venösen 

Herzgefäßen nachweisen (Dschietzig et al., 2001). 

RLF wird in Leydig-Zellen, in Theka-Zellen, im Endometrium, in der Plazenta, 

Brustdrüse, Prostata und in der Schilddrüse exprimiert (Bamberger et al.; 1999; 

Hombach-Klonisch et al., 2000, 2001, 2003; Ivell et al., 1997; Klonisch et al., 2005). 

 

Zur Signalübermittlung binden RLN2 und RLF an Leuzin-reiche repetitive Sequenzen 

enthaltende G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (LGR). Nach den Empfehlungen der 

International Union of Pharmacology LVII von 2006 wird der Rezeptor LGR7 auch als 

RXFP1 und LGR8 als RXFP2 bezeichnet (Bathgate et al., 2006). Hsu entdeckte 2002, 

dass die beiden „orphan receptors“ (rezeptorartige Strukturen, für die noch kein Ligand 

bekannt ist) LGR7 und LGR8 durch humanes Relaxin 2 aktiviert werden (Hsu et al., 

2002). Dabei bindet RLN2 an LGR7 und mit geringerer Affinität an LGR8 (Bathgate et 

al., 2006). RLF hingegen aktiviert LGR8, aber nicht LGR7 (Bathgate et al., 2006). 

 

Bislang liegen keine Untersuchungen zur Expression von RLN2 und RLF sowie den 

Rezeptoren LGR7 und LGR8 an der Augenoberfläche und den ableitenden 

Tränenwegen vor. 

 

 

1.3 Die Funktionen von RLN2 und RLF 
 
Relaxin hat diverse biologische Effekte. So wirkt es unter anderem migrationsfördernd 

und proliferativ, anti-ischämisch und anti-asthmatisch, hat Einfluss auf den 

Kollagenumsatz, den Vasotonus, die Plasmaosmolalität, die Angiogenese und die 

Nierenfunktion (Dschietzig et al., 2006; Sherwood, 2004). Relaxin hat modulierenden 

Einfluss auf das Bindegewebe durch Induktion von Matrix Metalloproteinasen (MMPs) 

und Inhibition von Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinasen (TIMPs). MMPs sind 

eine Gruppe von Enzymen, die die Extrazellulärmatrix (EZM) degradieren können und 
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somit den Um- und Abbau von Bindegewebe beeinflussen (Lekgabe et al., 2005; 

Jeybalan et al., 2003). Natürliche Gegenspieler der MMPs sind die TIMPs. In humanen 

Fibroblasten des unteren Uterussegments stimuliert RLN2 die mRNA- und 

Proteinexpression von MMP1, MMP2 und MMP3 und hemmt hingegen die 

Proteinbildung von TIMP1 (Palejwala et al., 2001). RLN2 induziert in renalen 

Fibroblasten den extrazellulären Matrixabbau durch Induktion von MMP2 und MMP9 

(Heeg et al., 2005). 

 

Unter physiologischen Bedingungen ist die Augenoberfläche ständig einem Um- und 

Abbauprozess durch MMPs und TIMPs unterlegen. Ebenso spielen die MMPs und 

TIMPs eine wichtige Rolle bei der Wundheilung durch den Abbau von geschädigtem 

Gewebe und anschließender Remodulation der Augenoberfläche. Zusätzlich ist für 

einen raschen Defektschluss die Proliferationsfähigkeit und Migrationsfähigkeit der 

Epithelien von besonderer Bedeutung. 

Eine Grundvoraussetzung für die Gesunderhaltung und intakte Funktion der 

Tränendrüse und der Gewebe der Augenoberfläche scheint unter anderem eine 

komplexe Steuerung durch verschiedene Hormone zu sein (Sullivan, 2004). Gerade in 

der Schwangerschaft ist das Auge besonders vor Entzündungen geschützt. 

Interessanterweise ist in der Schwangerschaft auch der Serumspiegel von RLN2 

erhöht. Falls in der Schwangerschaft RLN2- und RLF-Konzentrationen an der 

Augenoberfläche erhöht sind, könnte dies eine Erklärung der gestärkten Immunität 

sein. RLN2 und RLF könnten durch ihre proliferations- und migrationsfördernden 

Eigenschaften die Wundheilung unterstützen. Auch die Tatsache, dass RLN2 und RLF 

MMPs und TIMPs beeinflussen, ist spannend in Bezug auf die Mechanismen in der 

Wundheilung. 

Diese Befunde werfen die folgende schematisch skizzierte Arbeitshypothese auf, die 

es zu überprüfen gilt (Abb. 1). 
 

 

 

Abb.1: Schema zur Arbeitshypothese (↑ - Steigerung) 
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2 Zielstellung 
 

Ziel der Untersuchungen ist es, das Vorkommen und die Funktion der Peptidhormone 

Relaxin 2 und Relaxin-like Faktor sowie der Rezeptoren LGR7 und LGR8 an der 

Augenoberfläche und in den ableitenden Tränenwegen zu analysieren. Aufgrund der 

Fähigkeit von Relaxin 2, proliferations- und migrationssteigend zu wirken und 

Matrixmetallproteinasen zu stimulieren, könnten die Untersuchungen möglicherweise 

einige der noch vielen offenen Fragen zu Wundheilungsprozessen an der 

Augenoberfläche beantworten und neue Therapieoptionen eröffnen. Dazu werden 

folgende Untersuchungen durchgeführt: 

 

• Qualitative Analyse der Expression der Polypeptidhormone Relaxin 2 (RLN2) 

und Relaxin-like Faktor (RLF) und deren Rezeptoren LGR7 und LGR8 in 

humanen Tränendrüsen, Meibom-Drüsen, Konjunktivae, Korneae, primären 

kornealen Fibroblasten und ableitenden Tränenwegen, sowie in der humanen 

Sebozytenzelllinie SZ95, der humanen Konjunktivaepithelzelllinie IOBA-NHC 

und der humanen Korneaepithelzelllinie HCE 

 

• Untersuchung des Proliferationsverhaltens (BrdU-Assay) von primären 

kornealen Fibroblasten sowie der humanen Sebozyten- (SZ95), 

Konjunktivaepithel- (IOBA-NHC) und Korneaepithelzelllinie (HCE) nach 24 h 

Stimulation mit rekombinantem RLN2 und rekombinantem RLF 

 

• Untersuchung des Migrationsverhaltens (Scratch-Assay) der humanen 

Konjunktivaepithel- (IOBA-NHC) und Korneaepithelzelllinie (HCE) nach 24 h 

Stimulation mit rekombinantem RLN2 und rekombinantem RLF 

 

• Analyse des Einflusses von rekombinatem RLN2 und rekombinantem RLF auf 

die Expressionsregulation der Matrix Metalloproteinasen (MMP) sowie der 

Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinasen (TIMP) in der humanen 

Sebozyten- (SZ95), Konjunktivaepithel- (IOBA-NHC) und Korneaepithelzelllinie 

(HCE) nach 6 h und 24 h Stimulation durch Real-Time PCR 
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3 Material und Methoden 
 

 

3.1 Material 
 

 

3.1.1 Chemikalien 
 
AEC Substrat Chromogen Dako North America Inc, Carpinteria, CA, 

USA  

Agarose Biozym Scientific GmbH, Hess. 

Oldendorf, Deutschland 

Aquatex Eindeckmittel Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Avidin/Biotin Blocking Kit ZYMED Laboratories, Inc., Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

5-Bromo-2´-deoxy-uridine Labeling  

     and Detection Kit III 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland 
Cytochalasin B Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

DYEnamic ET Terminator Cycle  

     Sequencing Kit 

Amersham Pharmacia Biotech, San 
Franscisco, USA 

dNTPs (10 mM) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Deutschland 

Eosin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Epithelial Growth Factor (EGF),  

     recombinant human 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Ethanol (99,8%) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

Ethidiumbromid Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Fetales Kälberserum (FKS)  Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Glyzin Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

Hämatoxylin Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland 

Hydrokortison Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Immunglobuline (polyklonales Kaninchen 

non-immun Serum) 

DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup, 

Dänemark 

Insulin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Kanadabalsam Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

MassRuler DNA Ladder, Low Range Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Deutschland 

Medien:  

     DMEM/HAM’s F-12 1:1 

     Sebomed Basalmedium 

Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

β-Mercaptoethanol  SERVA Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

MinElute gel Extration Kit Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

Mitomycin C Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Natriumazetat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Natriumchlorid AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Natriumzitrat-Dihydrat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Normalserum: Ziegenserum DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup, 

Dänemark 

O’GeneRuler DNA Ladder, 

     Ultra Low Range 

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Deutschland 

Oligo (dT)18 Primer (100 µM) Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Deutschland 

Paraformaldehyd Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

PBS Dulbecco w/o Ca2+, Mg2+ Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
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Platinum® SYBR® Green qPCR  

     SuperMix UDG 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Primer MWG Biotech Human Resources, 

Ebersberg, Deutschland 

2-Propanol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

Relaxin 2, rekombinant human 

 

Phoenix Pharmaceuticals,  

Burlingham, CA, USA 

Relaxin-like Faktor,  

     rekombinant human 

Phoenix Pharmaceuticals,  

Burlingham, CA, USA 

RevertAid™ H Minus M-MuLV  

     Reverse Transcriptase (200 U/µl) 

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Deutschland 

RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor  

     (40 U/µl) 

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, 

Deutschland 

RNeasy® Mini Kit  Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

RNase-Free DNase Set Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland 

RQ1 RNase-Free DNase (1 U/µl) Promega Corporation, Madison, WI, USA 

Sekundär Antikörper 

     Ziege gegen Kaninchen 

     Ziege gegen Maus 

DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup, 

Dänemark 

Sucrose SERVA Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

StreptABComplex/HRP DakoCytomation Denmark A/S, Glostrup, 

Dänemark 

Streptomycin (5000 μg/ml) /  

     Penicillin (5000 U/ml) Lösung 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

Taq DNA Polymerase (5 U/µl)  

     (inkl. 50 mM MgCl2, Reaktionspuffer) 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

TRIzol Reagent Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

0,25% Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland 

30% Wasserstoffperoxid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Xylencyanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Xylol  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zitronensäure Monohydrat Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 
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3.1.2 Gebrauchslösungen 
 
Zitrat-Puffer 1,8 mM Zitronensäure Monohydrat, 

8,2 mM Natriumzitrat-Dihydrat, pH 6,0 

6x Ladepuffer 0,25% Xylencyanol, 40% Sucrose 

1x TAE-Puffer 40 mM Tris-Acetat; 1mM EDTA; pH 8 

TBS Stammlösung 50,4 mM Tris, 37 mM HCl, pH 7,6 

TBS Gebrauchslösung 5 mM Tris, 0,77% Kochsalzlösung, pH 7,3 

 

 

3.1.3 Gebrauchswaren und Geräte 
 
Absorptionsreader (MTP-Photometer)  

     Spectra II 

     Software 

SLT LAB Instruments Deutschland 

GmbH, Crailsheim, Deutschland 

easyWIN fitting Version E 1.0a 

Absaugeinrichtung:  

Vakuum-Sicherheits-Absaugsystem 

 

HLC BioTech, Bovenden, Deutschland 

Analysenwaage BL3100 Satorius AG, Göttingen, Germany 

Brutschrank 

     Forma Series II Water Jacketed CO2- 

     Incubator Hepa Class 100 

 

Thermo Electron Corporation, Mariette, 

USA 

Deckgläschen  Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

Elektrophoresekammer  

     (inkl. Gelschlitten) [horizontal] 

Biometra biomedizinische Analytik 

GmbH, Göttingen, Deutschland 

Falkon-Tubes 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Geldokumentationseinrichtung 

     CN-2000 W/UV 

     Software 

Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee, 

Frankreich 

BioCaptMW Version 99.05s for Windows 

Heizblock QBD2 Grant Instruments (Cambridge) Ltd, 

Shepreth, England 

8-Kanal-Pipette Biohit mLine Biozym Scientific GmbH, Hess. 

Oldendorf, Deutschland 

Kühlzentrifuge Fresco 17 R134A Thermo Electron Corporation, Osterode, 

Deutschland 
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UV-Küvetten mikro BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 

Deutschland 

Mikroskope 

     IX70-S8F 

     Axioskop MC 80 

 

Olympus Optical Co., LTD, Japan 

Zeiss, Deutschland 

Mikrotom HM 400R MICROM Laborgeräte GmbH, Walldorf, 

Deutschland 

Multi-Reaktionsgefäße 

     0,65ml; 1,5ml; 2,0ml 

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

Pasteurpipetten Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

PCR Gefäße, 8er Strips BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 

Deutschland 

Pipetten, serologisch 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Pipetten 10 µl, 100 µl, 1000 µl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipettenspitzen 

     5-200 µl, 100-1000 µl 

 

     0,5-10 µl 

 

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, 

Deutschland 

Biozym Scientific GmbH, Hess. 

Oldendorf, Deutschland 

Pipetus® Standard 

 

Hirschmann Laborgeräte GmbH & 

Co.KG, Eberstadt, Deutschland 

Präzionswaage TE313S Satorius AG, Göttingen, Germany 

Real-Time PCR 

     Cycler: DNA Engine Opticon 2  

     CFD – 3220  

     Software 

MJ Research, INC., Waltham, USA 

 

 

Opticon Monitor version 2.02.24 

Real-Time PCR Gefäße und Deckel Biozym Scientific GmbH, Hess. 

Oldendorf, Deutschland 

Rotor-Stator-Homogenisator  

     Ultra-Turrax T8 

IKA Works, INC., Wilmington, USA 

Schüttlergeräte 

     Typ 3006 

 

     MS2 

 

Gesellschaft für Labortechnik mbH, 

Burgwedel, Deutschland 

IKA Works, INC., Wilmington, USA 
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SpeedVac Genevac SF50 Biometra HLC BioTech, Bovenden, 

Deutschland 

Sterilbank Safe 2010 Lamin Air Thermo electon corporation Holton, 

Allerød, Dänemark 

Stromversorgungsgerät P25 Powerpack Biometra biomedizinische Analytik 

GmbH, Göttingen, Germany 

Super PAP PEN Immunotech, Marseille, Frankreich 

Thermocycler DNA Engine PTC-200 MJ Research, INC., Watertown, USA 

Thermoblock TRIO Biometra, biomedizinische Analytik 

GmbH, Göttingen, Deutschland 

UV/Visible Spectrophotometer 

     Ultrospec 3300 pro 

Amersham Pharmacia Biotech AB SE 

751, Uppsala, Schweden 

Zellkulturflaschen 50 ml, 25 cm2 Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Zellkulturschale 60x15 mm Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Zellkultur-Testplatten, 96-Wells Dr. Ilona Schubert Laborfachhandel, 

Leipzig, Deutschland 

  

  

3.2 Methoden 
 
 
3.2.1 Herkunft des Gewebematerials 
 

Tränendrüse, Konjunktiva, Kornea und ableitende Tränenwege stammen von 

Körperspendern der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg und aus der 

Augenklinik der Christian-Albrechts-Universität Kiel. Eine Genehmigung der 

Ethikkommission liegt vor. Alle Organe wurden 4-12 Stunden post mortem entnommen. 

Die Körperspender weisen keine Verletzungen auf und sind frei von Augeninfektionen, 

nasalen Infektionen, sowie Krankheiten, die die Funktion der Augenoberfläche und des 

Tränenapparates beeinträchtigt hätten. Nach der Entnahme werden die 

Gewebeproben für die Paraffineinbettung vorbereitet und in 4%-Paraformaldehyd fixiert 

oder für molekularbiologische Untersuchungen verwendet und unmittelbar nach 

Entnahme bei -80°C eingefroren. 
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3.2.2 Zellkultur 
 

Primäre korneale Fibroblasten 
Für die Kultivierung von primären kornealen Fibroblasten werden Skleraringe durch Dr. 

med. Sadettin Sel (Augenklinik der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg) 

bereitgestellt. Zunächst wird die Sklera abgetrennt, so dass ein ringförmiges 

Korneastück übrig bleibt. Anschließend wird dieser Ring in kleine Stücke geschnitten, 

die dann in Zellkulturflaschen überführt werden. Nach 5 Minuten Wartezeit zum 

Anhaften der Stücke am Flaschenboden, wird 3 ml Kulturmedium (Tabelle 1) 

zugesetzt. 

 
Tab. 1 Kulturmedium für primäre korneale Fibroblasten 

DMEM/HAM’s F-12 1:1 

10% FKS 

10 ml/l Streptomycin/Penicillin 

 

 

Zelllinien 
 
HCE (Korneaepithelzelllinie) 
Die humane Korneaepithelzelllinie (humane corneal epithelial cell line, HCE) ist eine 

mit dem rekombinaten SV-40 Adenovirus generierte und immortalisierte Zelllinie. Sie 

weist charakteristische Eigenschaften von humanen kornealen Epithelzellen auf und 

wurde freundlicherweise von Kaoru Araki-Sasaki (Tane Memorial Eye Hospital, Osaka, 

Japan) zur Verfügung gestellt (Araki-Sasaki et al., 1995). Zur Kultivierung von HCE-

Zellen wird DMEM/HAM’s F-12 1:1 fetales Kälberserum zugesetzt (Tabelle 2). 

 

Tab. 2 Kulturmedium für HCE (Korneaepithelzelllinie) 

DMEM/HAM’s F-12 1:1 

10% FKS 

 
IOBA-NHC (Konjunktivaepithelzelllinie) 
Für Untersuchungen an humanem Konjunktivaepithel wird die spontan immortalisierte 

Epithelzelllinie IOBA-NHC (Instituto Universitario de Oftalmobiología Aplicada, 

Universidad de Valladolid, Spain; normal human conjunctiva) verwendet. Die Zelllinie 

wurde freundlicherweise von Frau Dr. Yolanda Diebold, IOBA, Universität von 
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Valladolid, Spanien zur Verfügung gestellt (Diebold et al., 2003). Zur optimalen 

Kultivierung der Konjunktivaepithelzellen wird DMEM/HAM’s F-12 1:1 mit 

unterschiedlichen Zusätzen (Tabelle 3) angereichert. 

 
Tab. 3 Kulturmedium für IOBA-NHC (Konjunktivaepithelzelllinie) 

DMEM/HAM’s F-12 1:1 

10% FKS 

1 μg/ml Insulin 

5 μg/ml Hydrokortison 

10 ml/l Streptomycin/Penicillin 

 

SZ95 (Sebozytenzelllinie) 
Als in vitro Modell für Talgdrüsenzellen der Meibom-Drüsen dient die humane 

immortalisierte Talgdrüsenzelllinie (Sebozytenzellinie SZ95). Dabei handelt es sich um 

eine mit dem rekombinaten SV-40 Adenovirus immortalisierte Zelllinie, die 

freundlicherweise von Prof. Dr. med. Christos Zouboulis (Klinik für Dermatologie, 

Städtisches Klinikum Dessau) zur Verfügung gestellt wurde (Zouboulis et al., 1999). 

Entsprechend Herstellerangaben (Biochrom) müssen zur Kultivierung von SZ95 Zellen 

dem Sebomed Basalmedium weitere Zusätze (Tabelle 4) zugegeben werden. 

 
Tab. 4 Kulturmedium für SZ95 (Sebozytenzelllinie) 

Sebomed Basalmedium 

10% FKS 

10 ml/l Streptomycin/Penicillin 

0,1 mg/ml EGF 

 

Kultivierung 
Die Kultivierung der Zelllinien und primären Zellen erfolgt nach standardisierten 

Methoden und Bedingungen. Hierfür werden die adhärenten Zellen als Monolayer in 

Brutschränken bei 37°C und 5% CO2 bis zur Konfluenz (100%) kultiviert. Je nach 

Zelldichte erfolgt der Kulturmediumwechsel zwischen 2 und 4 Tagen. 

 
Passagieren 
Nach der Abnahme des Kulturmediums und dem Waschen mit PBS werden die Zellen 

mit 1 ml einer 0,25%igen Trypsin-EDTA-Lösung für 5 min bei 37°C inkubiert und 

abgelöst. Das Inaktivieren des Trypsin-EDTA-Gemisches erfolgt durch Zusatz von 1 ml 
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Kulturmedium. Anschließend wird die Zellsuspension für 5 min bei 1000 rpm/min 

pelletiert und der Überstand verworfen. In Abhängigkeit von der Größe des Pellets wird 

es in  1,5 - 3 ml Medium resuspendiert und in verschiedene Kulturflaschen mit 

Kulturmedium aliquotiert. 

 

Stimulation 
Zur RNA-Isolierung (3.3.3) erfolgt die Zellstimulation in Petrischalen. Zur Stimulation 

werden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen, für 2 Stunden in serumfreiem 

Medium vorinkubiert und anschließend mit den Hormonen stimuliert. Die Zellen werden 

6 h oder 24 h mit RLN2 (100 ng/ml, 500 ng/ml) oder RLF (100 ng/ml, 500 ng/ml) 

inkubiert (vgl. Tabelle 5). Dafür werden die Hormone in Serum-freiem Medium gelöst. 

Die Kontrolle wird nur mit Serum-freiem Medium kultiviert. 

 

Tab. 5 Stimulation von SZ95-, HCE- und IOBA-NHC-Zellen zur RNA-Isolierung 

6 h Kontrolle (Serum-freies Kulturmedium) 

6 h RLN2   100 ng/ml 

6 h RLN2   500 ng/ml 

6 h RLF   100 ng/ml 

6 h RLF   500 ng/ml 

24 h Kontrolle (Serum-freies Kulturmedium) 

24 h RLN2   100 ng/ml 

24 h RLN2   500 ng/ml 

24 h RLF   100 ng/ml 

24 h RLF   500 ng/ml 

 
 
3.3.3 RNA-Isolierung 
 
RNA-Isolierung aus Gewebe 
Zur RNA-Isolierung aus Gewebe wird der RNeasy® Mini Kit der QIAGEN GmbH 

verwendet. Die Isolierung erfolgt mit einer speziellen Säule. 

Nach Zerkleinern und Zermahlen der tiefgefrorenen Gewebeproben (-80°C) in 

flüssigem Stickstoff in einem Achatmörser werden die Gewebeproben mit 600 µl 

Lysepuffer, der 6 µl β-Mercaptoethanol enthält, versetzt und mit einem Rotor-Stator-

Homogenisator weiter zerkleinert. Die weitere RNA-Isolierung inklusive DNase-Verdau 
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auf der Säule (RNase-Free DNase Set, QIAGEN GmbH) wird nach den Angaben des 

Herstellers durchgeführt. 

 

RNA-Isolierung aus Zellen 
Nach erfolgter Stimulation wird die RNA aus den Zellen mittels TRIzol nach dem 

Protokoll des Herstellers Invitrogen isoliert. Die isolierte RNA wird zum Schluss in 50 µl 

DEPC-Wasser aufgenommen. 

 

 

3.2.4 DNase-Verdau 
 
Um Kontaminationen mit genomischer DNA zu vermeiden, wird die RNA-Probe mit 

RQ1 RNase-Free DNase der Firma Promega verdaut (Tabelle 6): 

 
Tab. 6 Reaktionsansatz DNase-Verdau 

2 µl RQ1 RNase-Free DNase 

6 µl RQ1 RNase-Free DNase 10x Reaktionspuffer 

2 µl RiboLock™ Ribonuclease Inhibitor 

 

Der Verdau erfolgt bei 37°C für 30 min. Erst die Zugabe von 6 µl RQ1 DNase Stop 

Solution und eine 10-minütige Inkubation bei 65°C inaktivieren das Enzym. Aus diesem 

Inkubationsansatz wird die RNA mit 6 µl 3 M Natrium-Azetat-Lösung und 200 µl 2-

Propanol für 30 min bei -20°C gefällt und mit 10.000 rpm für 30 min pelletiert. Der 

Überstand wird verworfen und das Pellet zweimal mit 1 ml 75%igem Ethanol (-20°C) 

versetzt und zentrifugiert (10.000 rpm, 5 min). Nach erneutem Entfernen des 

Überstandes trocknet die RNA an der Luft für ca. 10 min und wird schließlich, nachdem 

sie in 50 µl DEPC-Wasser aufgenommen wurde, bei 70°C für 5 min gelöst. 

 

 

3.2.5 Bestimmung der RNA-Konzentration 
 
Die RNA-Konzentration wird in einer 1:100 Verdünnung mit DEPC-Wasser 

photometrisch bei 260 nm ermittelt. Außer diesem Absorptionsmaximum von 

Nukleinsäuren wird auch die Absorption bei 280 nm gemessen, um Aussagen über die 

RNA-Reinheit treffen zu können. Für sehr reine RNA liegt der Quotient A260/A280 

zwischen 1,6 und 2,0. 



Material und Methoden  16 
 
 
3.2.6 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 
 
Die cDNA-Synthese wird nach dem empfohlenen Protokoll des Herstellers Fermentas 

durchgeführt. Generell beruht die Reaktion der Reversen Transkriptase auf der 

Umschreibung der mRNA in komplementäre DNA (cDNA). Für diese enzymatische 

Reaktion werden 2 µg DNase verdaute RNA eingesetzt. 

 

 

3.2.7 Polymerasen-Kettenreaktion an cDNA (RT-PCR) 
 
Die PCR (Saiki et al., 1985) dient zur selektiven Vervielfältigung von bestimmten DNA-

Abschnitten. Mit Hilfe von 2 chemisch synthetisierten Oligonukleotiden (Primern), die 

zu den Randbereichen der zu amplifizierenden Sequenz komplementär sind, wird der 

Bereich zwischen den Primern durch eine thermostabile Polymerase dupliziert. Durch 

aufeinanderfolgende Zyklen der Denaturierung der DNA-Stränge, Anlagerung der 

Primer (Annealing) und DNA-Synthese (Elongation) wird eine exponentielle 

Vermehrung des gewünschten DNA-Fragments erreicht, da jeder neugebildete Strang 

als Matrize für die Synthese eines weiteren Stranges genutzt werden kann. 

In der vorliegenden Arbeit werden je 2 μg cDNA mit folgendem Reaktionsansatz über 

30 Zyklen in einem Thermocycler inkubiert (Tabelle 7): 

 

Tab. 7 Reaktionsansatz RT-PCR 

    2 µl cDNA 

   0,15 µl Taq-Polymerase 

    0,5 µl Primer Mix (je 20 pmol/l sense und antisense Primer) 

   0,5 µl 10 mM dNTPs 

   1      µl 50 mM MgCl2 

   2      µl 10× Reaktionspuffer 

  13,85 µl RNase-freies Wasser 

 

Die RT-PCR wird mit folgendem Standardprogramm (Tabelle 8) durchgeführt. Die 

entsprechenden Annealingtemperaturen zu den Genen sind in Tabelle 9 aufgeführt. 
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Tab. 8 Reaktionsschritte PCR 

94°C   3 min  Vordenaturierung 

94°C 45 sec  Denaturierung 

  45 sec  Annealing    30 Zyklen 

72°C   1 min  Elongation 

72°C   7 min  Elongation 

 

Die PCR-Produkte werden durch Agarose-Gelelektrophorese (3.2.9) auf ihre Spezifität 

überprüft. 

Die verwendeten Primer mit den entsprechenden Annealingtemperaturen sind in 

Tabelle 9 aufgeführt 

 
Tab. 9 Übersicht über die verwendeten Primer in der PCR. 

Gen Primersequenz 5´- 3´ Größe [bp] Tm [°C] Referenz 

RLN2 s: tctgtttactactgaaccaattt 

as: catggcaacatttattagccaa 

485 (Variante 1) 

585 (Variante 2) 

55 * 

RLF s: cagagatgcgtgagaagttgtgc 

as: tcagtagggacagagggtcagc 

317 68 * 

LGR7 s: tctgcccattaacagtgctttg 

as: gtatgtgaaaaggtccggcttc 

114 60 Krusche et 

al., 2007 

LGR8 s: tgcacagagagcacagcagaatggctc 

as: ggacagtgcaacccgatgtgaaagacc 

240 65 * 

18S-

rRNA 

s: actcaacacgggaaacctcacc 

as: cgctccaccaactaagaacgg 

111 55 ** 

* Die Sequenzen wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med. Thomas Klonisch, 

Institut für Anatomie und Zellbiologie, Universität von Manitoba, Winnipeg, Manitoba, 

Kanada zur Verfügung gestellt. 

** Die Sequenz wurde von der Arbeitsgruppe Paulsen zur Verfügung gestellt. 

 

 

3.2.8 Real-Time RT-PCR 
 

Im Gegensatz zur konventionellen PCR, bei der die Endprodukte der Reaktion von 

Interesse sind, kann man die Amplifikation bei der Real-Time RT-PCR durch den 
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Einsatz von spezieller Software und PCR-Geräten zeitgleich („Real Time“) verfolgen 

und quantitative Aussagen über die Templatekonzentrationen treffen. 

Der Anstieg der DNA-Menge während der PCR kann durch Interkalierung eines 

Fluoreszenzfarbstoffs in doppelsträngiger DNA detektiert werden. Je mehr Template 

vorhanden ist, desto mehr Farbstoff kann interkalieren und desto schneller steigt das 

Fluoreszenzsignal signifikant gegenüber dem Fluoreszenzhintergrund an. Diesen 

Zeitpunkt (PCR-Zyklus) bezeichnet man als Ct-Wert (Cycle Threshold). Aus den Ct-

Werten der verschiedenen Proben lässt sich mit Hilfe einer Standardkurve die 

Konzentration an spezifischer cDNA ermitteln und damit eine Aussage über die mRNA-

Konzentration treffen. 

Zur Normalisierung wird die Genexpression des Zielgens auf ein weiteres nicht 

reguliertes Gen, ein so genanntes „Housekeeping-Gen“ bezogen. In Vorversuchen 

erwies sich 18S-rRNA, eine Ribosomenuntereinheit, als geeignetes Housekeeping 

Gen. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Real-Time PCR mit dem DNA Engine Cycler von 

MJ Research und dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green durchgeführt. Grundlage für 

die Standardkurve stellt eine cDNA-Verdünnungsreihe dar. Für die Auswertung wird 

die Opticon Monitor 2 Software verwendet. 

Um zu überprüfen, ob ein spezifisches PCR-Produkt mit den gewählten Primerpaaren 

generiert wird, werden die Proben nach dem letzten PCR-Zyklus in 0,5°C-Schritten von 

60°C bis auf 96°C erhitzt und die Fluoreszenzintensität gemessen. Die erste Ableitung 

der Intensität ergibt die Schmelzkurve des/der Amplifikats/e. Ist nur ein Produkt 

vorhanden, so erscheint ein einziger scharfer Peak. Die Größe des amplifizierten 

Produkts wird mittels Agarose-Gelelektrophorese (3.2.9) kontrolliert. 

In Tabelle 11 ist ein Reaktionsansatz für Real-Time PCR aufgelistet (Tabelle 10):  
 
Tab. 10 Reaktionsansatz Real-Time PCR 

   7,5 µl   Platinum® SYBR® Green qPCR Super Mix 

   0,5 µl 10 µM sense-Primer 

   0,5 µl 10 µM antisense-Primer 

 10,5 µl Reinstwasser 

 12,5 ng/µl cDNA   1    µl 

Σ 20    µl  

 

Im Anschluss wird die cDNA nach folgendem Programm amplifiziert (Tabelle 11): 
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Tab. 11 Reaktionsschritte Real-Time PCR 

50°C   2 min  Aktivierung des Enzyms 

95°C   3 min  Vordenaturierung 

95°C 15 sec  Denaturierung 

  20 sec  Annealing    40 Zyklen 

72°C 10 sec  Elongation 

76°C   3 sec  Elongation 

60°C-96°C  Schmelzkurve 

 

Die relative Expression wird über die ΔΔCt -Methode berechnet (Pfaffl, 2001), wobei 

das Vorliegen einer Signifikanz mit einem zweiseitigen Fisher t-Test (*p < 0,05; **p < 

0,01) überprüft wird. 

Die verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle 12 aufgeführt. 

 

Tab. 12 Übersicht über die verwendeten Primer in der Real-Time PCR. 

Gen Primersequenz 5´- 3´ Größe [bp] Tm [°C] Referenz 

MMP2 s: ggcctctcctgacattgacctt 

as: ggcctcgtataccgcatcaatc 

241 55 Li et al., 2007 

MMP9 s: gggcttagatcattcctcagtg 

as: gccattcacgtcgtccttat 

94 55 Struckmann 

et al., 2008 

MMP13 s: agaccccaaccctaaacatccaaaaac 

as: ttaaaaacagctccgcatcaacct 

155 58 ** 

TIMP1 s: acttccacaggtcccacaac 

as: agccacgaaactgcaggtag 

96 55 Struckmann 

et al., 2008 

TIMP2 s: gagcctgaaccacaggtacca 

as: aggagatgtagcacgggatca 

77 60 ** 

18S-

rRNA 

s: actcaacacgggaaacctcacc 

as: cgctccaccaactaagaacgg 

111 55 ** 

** Die Sequenzen wurden von der Arbeitsgruppe Paulsen zur Verfügung gestellt. 

 

 

3.2.9 Agarose-Gelelektrophorese 
 
Zur Herstellung der Gele wird die Agarose in 1x TAE Puffer aufgekocht. Nach 

Abkühlen auf etwa 50°C wird Ethidiumbromid zugesetzt. Ethiumbromid interkaliert in 
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doppelsträngige Nukleinsäuren und sendet ein Fluoreszenzsignal aus, wenn es durch 

UV-Licht angeregt wird. Auf diese Weise gelingt es, die DNA-Fragmente sichtbar zu 

machen. 

Die Proben werden für die Elektrophorese mit 6x Ladepuffer versetzt und in 1,2 - 3% 

Agarosegelen bei einer konstanten Spannung von 80 V für 35 min entsprechend ihrer 

Größe aufgetrennt. 

 

 

3.2.10 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
Die Trennung spezifischer DNA-Einzelfragmente von anderen Fragmenten, Salzen 

und/oder anderen Verunreinigungen, die in späteren Reaktionen (z.B. Sequenzierung, 

Ligation usw.) störend wirken können, erfolgt über die Methode der DNA-Elution mit 

Hilfe des MinElute Gel Extraction Kit von Qiagen. 

 

 

3.2.11 Sequenzierung von DNA 
 

Das DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit wird zur Sequenzierung von PCR-

Produkten verwendet. Die gelelektrophoretische Analyse der Sequenzierung erfolgt auf 

einem ABI-Sequencer 733 der Firma Applied Biosystems im Zentrum für Medizinische 

Grundlagenforschung (ZMG) der Medizinischen Fakultät Halle. 

 

 

3.2.12 Proliferationsassay 
 
In zellbiologischen Untersuchungen ist die Bestimmung der Lebensfähigkeit und der 

zellulären Proliferation oft von großem Interesse. In diesem Zusammenhang wird in der 

vorliegenden Arbeit der 5-Bromo-2´-deoxy-Uridine Labeling and Detection Kit III der 

Roche Diagnostics GmbH verwendet. Hierbei beruht der Nachweis der Proliferation 

darauf, dass proliferierende Zellen das Basenanalogon 5-Bromo-2´-deoxy-Uridin 

(BrdU) anstelle der Base Thymidin in ihre DNA einbauen. Ein enzymgekoppelter 

monoklonaler Antikörper bindet an das eingebaute BrdU und ermöglicht nach Zugabe 

des Substrats eine enzymatische Reaktion. Es entsteht ein farbiges Produkt, dessen 

Absorption gemessen wird und ein direktes Maß an inkorporiertem BrdU darstellt. 

Für den Proliferationsassay, der nach den Angaben der Firma Roche durchgeführt 

wird, werden die Zellen in 96-Well Mikrotiterplatten (MTP) für 24 h bei 37°C kultiviert 
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und anschließend 2 h mit Serum-freien Medium inkubiert. Dann erfolgt die Stimulation 

von SZ95-, IOBA-NHC- und HCE-Zellen sowie primären kornealen Fibroblasten mit 

RLN2 (100 ng/ml, 500 ng/ml) oder RLF (100 ng/ml, 500 mg/ml) für 24 h. Eine Kontrolle 

wird jeweils nur mit Serum-freiem Kulturmedium versetzt. 

 

Die Markierung der Zellen erfolgt mit 10 µM BrdU Lösung in Serum-freiem Medium für 

18 h. Nach Fixierung der Zellen mit einer sauren Alkohollösung und einem partiellen 

Verdau von zellulärer DNA mit Hilfe von Nukleasen, wird das Basenanalogon in der 

neusynthetisierten DNA mit dem Peroxidase-markierten anti-BrdU-Antikörper 

gebunden und das Substrat zu einem grünen Reaktionsprodukt umgesetzt. 

Die Messung der Absorption erfolgt 15 min nach Substratzugabe bei 405 nm gegen 

eine Referenzwellenlänge von 492 nm  in einem MTP-Absorptionsreader. 

Absorptionswerte von unbehandelten Kontrollen werden gleich 100% gesetzt. 

 

 

3.2.13  Migrationsassay 
 

Die Migrationsfähigkeit spielt gerade bei der Wundheilung eine große Rolle. Ein in-vitro 

Modell der Wundorganisation stellt das Scratch-Assay dar. Dazu wird in einen 

konfluenten Zellrasen eine Furche gekratzt. Die Zellen wandern in die entstandene 

Lücke und schließen sie. Der Fortschritt des Furchenverschlusses wird dokumentiert 

und ausgemessen. 

 

Die Zellen werden auf Deckgläschen kultiviert bis sie konfluent sind. Nach 

zweistündiger Inkubation mit Serum-freiem Medium werden mit einer 100 µl 

Pipettenspitze je Deckgläschen 3 Furchen in den Zellrasen gezogen. Anschließend 

wird mehrmals mit PBS gewaschen um Zelltrümmer und abgelöste Zellen zu entfernen 

und der vorbereitete Stimulationsansatz (siehe Tabelle 13) zugesetzt. Als Vergleich 

werden 2 Deckgläschen sofort nach dem Waschen gefärbt. Die stimulierten Zellen 

werden 24 h im Brutschrank inkubiert. Um festzustellen, ob die möglichen 

beobachteten Effekte auf Migration oder Proliferation zurückzuführen sind, werden 

entsprechende Inhibitoren verwendet. Außer den Hormonen werden entweder der 

Proliferationsinhibitor Mitomycin C oder der Migrationsinhibitor Cytochalasin B 

zugegeben. Weiterhin dient der epidermale Wachstumsfaktor EGF als Positivkontrolle. 

DMSO, das als Lösungsmittel für Cytochalasin B dient, wird als Kontrolle mitgeführt. 
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Tab 13 Stimulation von IOBA-NHC- und HCE-Zellen für den Migrationsassay 

0 h  Kontrolle (SfM) 

24 h  Kontrolle (SfM) 

24 h RLN2 100 ng/ml 

24 h RLN2 100 ng/ml + Mitomycin C 5 µg/ml 

24 h RLN2 100 ng/ml + Cytochalasin B 5 µM 

24 h RLF 100 ng/ml 

24 h RLF 100 ng/ml + Mitomycin C 5 µg/ml 

24 h RLF 100 ng/ml + Cytochalasin B 5 µM 

24 h EGF 30 ng/ml 

24 h DMSO 

 

Nach 24 h werden die Zellen 5 min mit TBS gewaschen und anschließend 5 min mit 

4% Paraformaldehyd/Phosphatpuffer fixiert. Das Paraformaldehyd wird mit TBS und 

Seradest abgespült. Anschließend werden die Zellen, wie in Tabelle 14 dargestellt, 

gefärbt und zum Schluss mit Kanadabalsam verschlossen. 

 

Tab. 14 Reaktionsschritte der Hämatoxylin/Eosin-Färbung von Zellen 

20 min 

 

30 min 

35 sec 

jeweils 15 sec 

 

2 x 3 min 

Färben in Hämatoxylin (nach MAYER, Merck) 

Waschen in Seradest 

Bläuen in Seradest 

Färben in 2%iger alkalischer Eosin-Lösung 

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe 

(Ethanol 60%, 70%, 80%, 96%, Propanol) 

Inkubation in Xylol  

 

Die digitale Dokumentation erfolgt mit einem Photomikroskop von Zeiss. 

 

 

3.2.14 Immunhistochemie 
 

Paraffin-Gewebenschnitte 
Zuerst werden die zu untersuchenden Gewebe in Paraffin eingebettet. Das Schneiden 

der Gewebe-Paraffinblöcke erfolgt mit einem Mikrotom. Es werden Schnitte von 7 μm 

Schnittdicke angefertigt. 
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Hämatoxylin/Eosin-Färbung 
Zum Färben mit Hämatoxylin/Eosin werden die Gewebeschnitte durch die in Tabelle 15 

dargestellte Färbereihe geführt. 

 

Tab. 15 Reaktionsschritte Hämatoxylin/Eosin-Färbung von Geweben 

2 x 10 min 

jeweils 5 min 

 

 

20 min 

 

30 min 

35 sec 

jeweils 15 sec 

 

2 x 10 min 

Deparaffinierung in Xylol 

Rehydrieren in einer absteigenden Alkoholreihe 

(Propanol; Ethanol 2 x 96%, 80%, 70%, 60%) 

Waschen in Seradest 

Färben in Hämatoxylin (nach MAYER, Merck) 

Waschen in Seradest 

Bläuen in Seradest 

Färben in 2%iger alkalischer Eosin-Lösung 

Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe 

(Ethanol 60%, 70%, 80%, 96%; Propanol) 

Inkubation in Xylol  

 

Anschließend werden die gefärbten Gewebeschnitte mit einem Deckgläschen mit Hilfe 

von Kanadabalsam verschlossen. 

 

Immunhistochemie (ABC-Methode) 
Zur Darstellung der Verteilung zellulärer Proteine in Geweben wird die 

Immunhistochemie durchgeführt. 

 

Vorbereitung für Paraffinschnitte 
Zuerst werden die Präparate entparaffiniert, da in den folgenden Schritten im 

wässrigen Milieu gearbeitet wird. Dafür werden zunächst die zu untersuchenden 

Schnitte über Nacht bei 60°C inkubiert. Anschließend erfolgt das Herauslösen des 

Paraffins durch Inkubation von 2 mal 10 min in Xylol und anschließenden Bädern von 

jeweils 5 min in einer absteigenden Alkoholreihe von Propanol über Ethanol (96%-

60%) bis in Seradest. 

 

Antikörperanfärbung von Geweben 

Zunächst wird zur Neutralisierung der Erythrozyten 30 min in 3%igem 

Wasserstoffperoxid bei Raumtemperatur inkubiert. Die anschließende 

Mikrowellenbehandlung dient der Epitopendemaskierung. Dazu werden die Schnitte in 
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10 mM Zitratpuffer (pH 6) gestellt und darin bei 600 W 15 min gekocht. Danach folgt 

eine Abkühlphase von 20 min und ein Waschschritt in TBS. Um die Bindung zu 

unspezifischen Eiweißen zu blockieren, wird nun 20 min mit einem Ziegennormalserum 

entsprechend dem Wirtstier des Sekundärantikörpers inkubiert. Nach Abklopfen des 

Normalserums wird mit dem Avidin/Biotin Blocking Kit behandelt. Es folgt erneutes 

Spülen mit TBS. Die Gewebeschnitte werden über Nacht bei 4°C in der angegebenen 

Verdünnungen des Primärantikörpers (Tabelle 16) inkubiert. Als Negativkontrolle wird 

anstelle des Primärantikörpers ein polyklonales Kaninchen non-immun Serum 

verwendet. 

 

Tab. 16 Angaben zum LGR/-Antikörper 

 

Am folgenden Tag werden die Objektträger mit PBS gespült und mit dem 

Sekundärantikörper (Ziege anti-Kaninchen Immunglobulin G Verdünnung 1:300, Ziege 

anti-Maus Immunglobulin G Verdünnung 1:200) versetzt, welcher die Brücke zum 

Avidin-Biotin-Komplex bildet, die wiederum die Anlagerung des Indikatorfarbstoffs 

Amino-Ethyl-Carbazol (AEC) erlaubt. Nach Zugabe des Brückenantikörpers wird für 

eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit TBS gewaschen. Als 

nächster Schritt wird die Strept ABComplex/HRP Lösung aufgetragen und erneut für 30 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann erfolgt die Färbung mit dem AEC-

Farbstoff, der an den Avidin-Biotin-Komplex bindet. Nun wird für 30 sec bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend mit Seradest gespült. Als letzter Schritt 

folgt die Gegenfärbung mit Hämatoxylin (1:4 in Seradest verdünnt) für 3 min, um eine 

Kontraststeigerung zu erreichen, und schlussendlich die Eindeckung der Objektträger 

mit Aquatex. Die digitale Dokumentation erfolgt mit einem Photomikroskop von Zeiss. 

 

Antikörperanfärbung von Zellen 

Die Zellen werden auf Deckgläschen kultiviert. Ist die gewünschte Konfluenz erreicht, 

werden die Zellen 5 min mit TBS gewaschen. Danach erfolgt die Fixierung in 4% 

Paraformaldehyd/Phosphatpuffer. Anschließend wird mit TBS gespült und 30 min mit 

1% Glycin inkubiert. Wieder wird mit TBS gewaschen. Nun wird weiter nach dem 

Protokoll für die Antikörperanfärbung von Geweben ab dem Schritt der 20 minütigen 

Inkubation mit Normalserum verfahren. 

 

Antikörper Klonalität Code Donor Verdünnung Hersteller 

LGR7  polyklonal SP4284P Kaninchen 1:200 Acris 
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3.2.15 Statistik 
 
Dargestellt werden Mittelwerte aus gleichen Inkubationsansätzen mit 

Standardabweichung. Das Vorliegen einer Signifikanz wird über einen 2-seitigen Fisher 

t-Test ermittelt. Liegt die Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5% (p < 0,05), ist der 

Unterschied zur unbehandelten Kontrolle signifikant (*). Liegt die 

Irrtumswahrscheinlichkeit unter 1% (p < 0,01), ist der Unterschied zur unbehandelten 

Kontrolle signifikant (**). Ist die Irrtumswahrscheinlichkeit unter 0,1% (p < 0.001), ist 

der Unterschied zur behandelten Kontrolle signifikant (***). 
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4 Ergebnisse 
 

Zuerst werden Analysen zur Detektion der Hormone RLN2 (Relaxin 2) und RLF 

(Relaxin-like Faktor) sowie der Rezeptoren LGR7 und LGR8 durchgeführt. Im 

Anschluss folgen verschiedene Untersuchungen, um mögliche Funktionen der 

Hormone an der Augenoberfläche zu charakterisieren. 

 

 

4.1. Nachweis der Expression von RLN2, RLF, LGR7 und LGR8 

 

Der Nachweis der Gentranskription von RLN2 und RLF sowie der Rezeptoren LGR7 

und LGR8 wird mittels Reverse-Transkriptase PCR an verschiedenen Geweben von 

Körperspendern und an Zelllinien durchgeführt. Bei einem Abgleich der Sequenzdaten 

mit bereits bekannten Gensequenzen aus der Datenbank von NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) erfolgt eine Zuordnung der jeweiligen Amplifikate zu 

RLN2 Transkriptvariante 1, RLN2 Transkriptvariante 2, RLF, LGR7 und LGR8. Somit 

kann davon ausgegangen werden, dass die verwendeten Primer die gewünschten 

Genstücke amplifizieren. Die Integrität der verwendeten cDNA wird durch eine 

zusätzliche 18S-rRNA PCR überprüft. Die anschließende Proteindetektion erfolgt 

immunhistochemisch mit Hilfe spezifischer Antikörper. 
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4.1.1 Nachweis von Relaxin 2 (RLN2) 

 

Abbildung 2 zeigt die Amplifikationsprodukte von RLN2 der untersuchten Gewebe und 

Zelllinien. 
 

 

 

 
 

                                           
 

Abb. 2 Expression von RLN2 Transkriptvariante 1 (487 bp) und Transkriptvariante 2 

(587 bp) in den Geweben der Augenoberfläche, den ableitenden Tränenwegen und 

den Zelllinien SZ95, IOBA-NHC und HCE. TD – Tränendrüse, MD – Meibom-Drüse, Kj 

– Konjunktiva, Ko – Kornea, F – primäre korneale Fibroblasten, AT – ableitende 

Tränenwege, M – Marker, SZ95 – humane Sebozytenzelllinie, NHC – humane 

Konjunktivazelllinie, HCE – humane Korneaepithelzelllinie, -K – Negativkontrolle ohne 

cDNA-Zugabe.  

 

Für RLN2 (Abbildung 2, Tabelle 17) werden beide Transkriptionsvarianten in nur einer 

der 11 untersuchten Tränendrüsen nachgewiesen. Ebenso zeigen 3 von 5 Meibom-

Drüsen und eine von 4 ableitenden Tränenwegen die Expression von beiden RLN2-

Varianten. In einer von 7 Konjunktiva- und 5 von 17 Korneagewebeproben werden 

jeweils die Transkriptvariante 1 (487bp) detektiert, jedoch nicht die Transkriptvariante 2 

(587bp). Die primär kultivierten kornealen Fibroblasten zeigen keine Expression. Die 

IOBA-NHC-, HCE- und SZ95-Zelllinie exprimieren sowohl Transkriptionsvariante 1, als 

auch Variante 2. 

 

Tab. 17 Anzahl der untersuchten Proben, davon positive und negative Nachweise von 

RLN2 sowie prozentuale Darstellung. 

 Tränendrüse Meibom-

Drüse 

Konjunktiva Kornea Ableitender 

Tränenweg 

n 11 5 7 17 4 

Positiv 1 3 1 5 1 

Negativ 10 2 6 12 3 

Positiv [%] 9 60 14 29 25 

18S-rRNA -   - 111 bp 

 RLN2 Transkript 2 - 

     

- 587bp 

  

   TD   MD    Kj    Ko     F     AT    M  SZ95 NHC HCE - K 

 RLN2 Transkript 1 - 

     

- 487bp 
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4.1.2 Nachweis von Relaxin-like Faktor (RLF) 
 

Abbildung 4 zeigt die Amplifikationsprodukte von RLF in untersuchten Geweben und 

Zelllinien. 
 

 

 

 

 

 

Abb. 4 Expression von RLF (317 bp) in den Geweben der Augenoberfläche, den 

ableitenden Tränenwegen und den Zelllinien SZ95, NHC und HCE. Exemplarische 

Darstellung eines Amplifikationsprodukts im Ethidiumbromid-angefärbten Agarosegel 

(2 %ig) pro Gewebe und Zelllinie. TD – Tränendrüse, MD – Meibom-Drüse, Kj – 

Konjunktiva, Ko – Kornea, F – primäre korneale Fibroblasten, AT – ableitende 

Tränenwege, M – Marker, SZ95 – humane Sebozytenzelllinie, NHC – humane 

Konjunktivaepithelzelllinie, HCE – humane Korneaepithelzelllinie, -K – Negativkontrolle 

ohne cDNA-Zugabe. 

 

Amplifikationsprodukte für RLF (Abbildung 4, Tabelle 18) treten in der zu erwartenden 

Größe nur bei einer von 5 Tränendrüsen und bei einer von 5 Meibom Drüsen auf. Ein 

positiver Nachweis von RLF gelang in einer von 5 untersuchten Konjunktiva-, 3 von 11 

Korneaepithelien und 2 von 4 ableitenden Tränenwegen. Primäre korneale 

Fibroblasten exprimieren kein RLF. In allen untersuchten Zelllinien wird RLF auf 

mRNA-Ebene gebildet. 

 

Tab. 18 Anzahl der untersuchten Proben, davon positive und negative Nachweise von 

RLF sowie prozentuale Darstellung. 

 Tränendrüse Meibom-

Drüse 

Konjunktiva Kornea Ableitender 

Tränenweg 

n 5 5 5 11 4 

Positiv 1 1 1 3 2 

Negativ 4 4 5 8 2 

Positiv [%] 20 20 20 27 50 

 

 

   TD   MD    Kj     Ko     F     AT    M  SZ95 NHC HCE - K 

 
18S-rRNA -    - 111 bp 

- 317bp RLF - 
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4.1.3 Nachweis des Rezeptors LGR7 
 

Abbildung 5 zeigt die Amplifikationsprodukte des Rezeptors LGR7 der untersuchten 

Gewebe und Zelllinien. 

 
 

 

 

 
 

Abb.5 Expression des Rezeptors LGR7 in den Geweben der Augenoberfläche, den 

ableitenden Tränenwegen und den Zelllinien SZ95, NHC und HCE. Exemplarische 

Darstellung eines Amplifikationsprodukts im Ethidiumbromid-angefärbten Agarosegel 

(2 %ig) pro Gewebe und Zelllinie. TD – Tränendrüse, MD – Meibom-Drüse, Kj – 

Konjunktiva, Ko – Kornea, F – primäre korneale Fibroblasten, AT – ableitende 

Tränenwege, M – Marker, SZ95 – humane Sebozytenzelllinie, NHC – humane 

Konjunktivaepithelzelllinie, HCE – humane Korneaepithelzelllinie, -K – Negativkontrolle 

ohne cDNA-Zugabe.  

 

Der Rezeptor LGR7 (Abbildung 5, Tabelle 19) wird in 2 von 10 untersuchten 

Tränendrüsen, 3 von 5 Meibom Drüsen, 4 von 6 Konjunktivae, 4 von 10 Korneae und 3 

von 4 ableitenden Tränenwegen transkribiert. Ebenso zeigen primäre korneale 

Fibroblasten ein entsprechendes Amplifikationsprodukt bei 214 bp. Außerdem ist in 

allen 3 Zelllinien (IOBA-NHC, HCE und SZ95) der Rezeptor LGR7 auf mRNA-Ebene 

nachweisbar. 

 
Tab. 19 Anzahl der untersuchten Proben, davon positive und negative Nachweise von 

LGR7 sowie prozentuale Darstellung. 

 Tränendrüse Meibom-

Drüse 

Konjunktiva Kornea Ableitender 

Tränenweg 

n 10 5 6 10 4 

Positiv 2 3 4 4 3 

Negativ 2 2 2 6 1 

Positiv [%] 20 60 67 40 75 

 

   TD   MD    Kj    Ko     F     AT   M  SZ95 NHC HCE - K 

 - 111 bp 18S-rRNA - 

LGR7 -  - 214 bp 
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Der Proteinnachweis des Rezeptors LGR7 erfolgt mittels Immunhistochemie mit einem 

polyklonalen Antikörper der Firma Acris. Abbildung 6 zeigt die immunhistochemische 

Lokalisation des Rezeptors in den untersuchten Geweben. 

 

 
 

Abb. 6 Immunhistochemischer Nachweis des Rezeptors LGR7 mit einem polyklonalen 

Antikörper der Firma Acris an Paraffinschnitten der Konjunktiva (A), Meibom-Drüse (B), 

einer akzessorischen Tränendrüse (C), Epithel (D) und subepithelialen Drüsen der 

ableitenden Tränenwege (E) und Tränendrüse (F). LGR7 ist als rotes Reaktionsprodukt 

erkennbar. Endometriumschleimhaut des Uterus dient als Positivkontrolle (G). Die 

Negativkontrolle wurde mit einem IgG Serum behandelt und zeigt keine rote Färbung. 

Der Balken entspricht in Bild A, C, D, E 25 μm; in Bild B, F, G, H 50 μm. 

 

Der Proteinnachweis des Rezeptors LGR7 ist in keiner der 10 untersuchten 

Konjunktivae und Tränendrüsen nachweisbar und kommt auch nicht in den Drüsen der 

ableitenden Tränenwege vor. Im Epithel der ableitenden Tränenwege ist sporadisch 

eine Rotfärbung vor allem apikal sichtbar. Im Gegensatz dazu werden mit dem 

verwendeten Antikörper gegen LGR7 granuläre Strukturen im Zytoplasma aller 10 

untersuchten Meibom-Drüsenzellen positiv markiert. 
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Die immunhistochemische Detektion des LGR7 Rezeptors in den Zelllinien erfolgte 

ebenfalls mit dem polyklonalen Antikörper der Firma Acris und ist in Abbildung 7 

dargestellt. 

 

 

 

 

Abb. 7 Immunhistochemischer Nachweis von LGR7 mit einem polyklonalen Antikörper 

der Firma Acris an Zellen der humanen Sebozytenzelllinie (A), Konjunktivaepithel- (B) 

und Korneaepithelzelllinie (C). Die Negativkontrolle wurde mit einem IgG Serum 

behandelt und zeigt kein rotes Reaktionsprodukt. Der Balken entspricht in Bild A und C 

15 μm und in Bild B 30 μm. 

 

Der Proteinnachweis des Rezeptors LGR7 gelingt in allen 3 untersuchten Zelllinien 

(SZ95, IOBA-NHC und HCE). Vor allem in Zellen der Konjunktivaepithelzelllinie sind 

granuläre Strukturen im Zytoplasma markiert. 

 

 

4.1.4 Nachweis des Rezeptors LGR8 
 

Abbildung 8 zeigt die Amplifikationsprodukte des Rezeptors LGR8 der untersuchten 

Gewebe und Zelllinien. 
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Abb. 8 Expression des Rezeptors LGR8 in den Geweben der Augenoberfläche, den 

ableitenden Tränenwegen und den Zelllinien SZ95, NHC und HCE. Exemplarische 

Darstellung eines Amplifikationsprodukts im Ethidiumbromid-angefärbten Agarosegel 

(2 %ig) pro Gewebe und Zelllinie. D – Tränendrüse, MD – Meibom-Drüse, Kj – 

Konjunktiva, Ko – Kornea, F – primäre korneale Fibroblasten, AT – ableitende 

Tränenwege, M – Marker, SZ95 – humane Sebozytenzelllinie, NHC – humane 

Konjunktivaepithelzelllinie, HCE – humane Korneaepithelzelllinie, -K – Negativkontrolle 

ohne cDNA-Zugabe 

 

Der Rezeptor LGR8 (Abbildung 8, Tabelle 20) wird auf mRNA-Ebene in 8 von 11 

Tränendrüsen, in allen untersuchten Meibom-Drüsen (n=5), in 3 von 6 Konjunktivae 

und 9 von 14 Korneae sowie in 3 von 4 ableitenden Tränenwegen und in primären 

kornealen Fibroblasten detektiert. Ebenfalls wird LGR8 in allen 3 Zelllinien (SZ95, 

IOBA-NHC und HCE) auf mRNA-Ebene exprimiert. 

 

Tab. 20 Anzahl der untersuchten Proben, davon positive und negative Nachweise von 

LGR8 sowie prozentuale Darstellung. 

 Tränendrüse Meibom-

Drüse 

Konjunktiva Kornea Ableitender 

Tränenweg 

n 11 5 6 14 4 

Positiv 8 5 3 9 3 

Negativ 3 0 3 5 1 

Positiv [%] 73 100 50 64 75 

 

Zur Proteindetektion des Rezeptors LGR8 stehen keine geeigneten Antikörper zur 

Verfügung. 

 

 

 

   - 111 bp 
  18S-rRNA - 

LGR8 -    - 240 bp 

   TD   MD    Kj    Ko    F    AT     M  SZ95 NHC HCE - K 
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4.1.5 Alters- und Geschlechtsspezifische Darstellung der mRNA-

Expression 
 

RLN2 und RLF kann jeweils in einer weiblichen Tränendrüse nachgewiesen werden 

(siehe Tabelle 21). Für die Rezeptoren LGR7 und LGR8 ist keine geschlechts- und 

altersspezifische Verteilung zu erkennen. 

 

Tab. 21 Daten der Körperspender und Ergebnisse der konventionellen RT-PCR an 

Tränendrüsengewebe (M – männlich, W – weiblich, + – positiver Nachweis, - – kein 

Nachweis, n – Anzahl) 

 

Die Meibom-Drüse eines 85-jährigen Körperspenders zeigt eine positive RNA-

Expression von RLN2 und LGR8 (vgl. Tabelle 22). Im Gegensatz dazu war kein 

Nachweis von RLF und LGR7 möglich. Bei den 4 Meibom Drüsen weiblicher 

Spenderinnen erfolgte die Detektion der Hormone und Rezeptoren altersunabhängig. 

 

 

Geschlecht Alter [Jahre] RLN2 RLF LGR7 LGR8 

M 73 -  + - 
M 82 - - - + 
M 83 -  - + 
M 92 -  - - 
W 67 - - - + 
W 70 - - - + 
W 72 -  - + 

W 78 - - - + 
W 80 + + - + 
W 82 -  + + 
W 83 -   - 

 n 11 5 10 11 
 Positiv 1 1 2 8 
 Negativ 10 4 8 3 

 Positiv [%] 9 20 20 73 
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Tab. 22 Daten der Körperspender und Ergebnisse der konventionellen RT-PCR an 

Meibom-Drüsengewebe (M – männlich, W – weiblich, + – positiver Nachweis, - – kein 

Nachweis, n – Anzahl) 

Geschlecht Alter [Jahre] RLN2 RLF LGR7 LGR8 

M 85 + - - + 
W 75 - - + + 

W 76 + + - + 
W 78 + - + + 
W 89 - - + + 

 n 5 5 5 5 
 Positiv 3 1 3 5 
 Negativ 2 4 2 0 

 Positiv [%] 60 20 60 100 

 

Wie in Tabelle 23 dargestellt, ist die RLN2- und RLF- Expression in Konjunktivagewebe 

nur bei einer 80jährigen Patientin nachweisbar. Der Rezeptor LGR7 ist in der 

Konjunktiva von weiblichen und männlichen Spendern detektierbar. Im Gegensatz 

dazu zeigt nur Konjunktivagewebe von weiblichen Spendern eine LGR8-mRNA-

Expression. 
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Tab. 23 Daten der Körperspender und Ergebnisse der konventionellen RT-PCR an 

Konjunktivagewebe (M – männlich, W – weiblich, + – positiver Nachweis, - – kein 

Nachweis, n – Anzahl) 

Geschlecht Alter [Jahre] RLN2 RLF LGR7 LGR8 

M 76 - - + - 
M 78 -    

M 83 - - - - 
W 64 - - + - 
W 73   +  
W 77 -  -  
W 80 + +  + 
W 83 - -  + 
W 92   + + 

 n 7 5 6 6 

 Positiv 1 1 4 3 
 Negativ 6 4 2 3 

 Positiv [%] 14 20 67 50 

 

Bis auf eine Gewebeprobe sind alle Korneae von weiblichen Spendern (siehe Tabelle 

24). Die männliche Gewebeprobe zeigt eine Expression des LGR8 Rezeptors, jedoch 

ist ein Nachweis von RLN2 nicht möglich. Die weiblichen Gewebeproben zeigen 

sowohl Hormon- als auch Rezeptorexpression unabhängig vom Alter der 

Spenderinnen oder der Pathologie der Korneae.  
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Tab. 24 Daten der Körperspender/Patienten und Ergebnisse der konventionellen RT-

PCR an Korneagewebe (M – männlich, W – weiblich, + – positiver Nachweis, - – kein 

Nachweis, n – Anzahl) 

Geschlecht Alter [Jahre] Bemerkung RLN2 RLF LGR7 LGR8 

W 53 bullöse 

Keratopathie 

+ + + + 

W 64 bullöse 

Keratopathie 

- - - - 

W 83 bullöse 

Keratopathie 

- -  - 

W 54 Pseudophakie  - + + + 
W 61 39w44 + - -  
W 64 Pseudophakie -   - 
W 67 Pseudophakie -   + 
M 11 Trauma -  + + 

W 25 Trauma - - - - 
W 64 Körperspenderin  - -  
W 64 Körperspenderin + -  + 
W 71 Körperspenderin - - - + 
W 73 Körperspenderin -   - 
W 80 Körperspenderin +   + 
W 80 Körperspenderin +    
W 81 Körperspenderin -  +  
W 82 Körperspenderin - -  + 

W 92 Körperspenderin - + - + 

  n 17 11 10 14 
  Positiv 5 3 4 9 
  Negativ 12 8 6 5 

  Positiv [%] 29 27 40 64 

 

Es stehen nur Gewebeproben aus den ableitenden Tränenwegen von Frauen zur 

Verfügung. Die Expression von RLN2 und RLF sowie der Rezeptoren LGR7 und LGR8 

ist nicht altersgebunden (Tabelle 25). 
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Tab. 25 Daten der Körperspender und Ergebnisse der konventionellen RT-PCR an 

ableitenden Tränenwegen(M – männlich, W – weiblich, + – positiver Nachweis, - – kein 

Nachweis, n – Anzahl) 

Geschlecht Alter [Jahre] RLN2 RLF LGR7 LGR8 

W 64 - + - - 
W 80 + + + + 

W 82 - - + + 
W 92 - - + + 

 n 4 4 4 4 
 Positiv 1 2 3 3 
 Negativ 3 2 1 1 

 Positiv [%] 25 50 75 75 

 

An die beschriebenen deskriptiven Untersuchungen werden funktionelle Analysen 

angeschlossen. Hierzu werden die humane Sebozyten- (SZ95), Korneaepithel- (HCE) 

und Konjunktivaepithelzelllinie (IOBA-NHC) als Modelle eingesetzt. 
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4.2 Proliferationsverhalten der Zelllinien sowie von primären kornealen 

Fibroblasten 
 
Um grundlegende funktionelle Eigenschaften von RLN2 und RLF auf die 3 Zelllinien zu 

untersuchen, wird zunächst die Proliferationsfähigkeit behandelter Zellen im Vergleich 

zu unbehandelten Zellen mit einem BrdU-Assay überprüft.  

 
 
4.2.1 Proliferationsverhalten der Sebozytenzelllinie SZ95 

 

In Abbildung 9 ist die Proliferationsfähigkeit der Sebozytenzelllinie SZ95 dargestellt. 

Stimulation von SZ95-Zellen mit 100 ng/ml RLN2 ergibt keine signifikante Änderung 

der Proliferationsrate. Tendenziell wird jedoch eine leichte Zunahme der DNA-

Synthese beobachtet. 

 
 
Abb. 9 Einfluss verschiedener RLN2- und RLF-Konzentrationen (100 ng/ml, 500 ng/ml) 

auf die Proliferationsfähigkeit von SZ95-Zellen nach 24 h Stimulationsdauer. Die 

Ergebnisse (MW ± SD) aus 3 unabhängigen Versuchen (N=3) mit je 3 

Versuchsansätze (n=3) werden gegen die Kontrolle mit Serum-freiem Kulturmedium 

(100%) normalisiert und der signifikante Unterschied auf die Kontrolle mit Serum-

freiem Kulturmedium bezogen (* p< 0,05; ** p < 0,01). Das Kulturmedium wird wie in 

Tabelle 4 beschrieben verwendet. 

 

Bei der Inkubation von SZ95-Zellen mit 500 ng/ml RLN2 und 100 ng/ml RLF für 24 h 

steigt die DNA-Synthese signifikant auf 130% gegenüber der unbehandelten Kontrolle. 

Im Gegensatz dazu ist bei einer Konzentration von 500 ng/ml RLF kein Unterschied zur 

Kontrolle mit Serum-freiem Kulturmedium zu beobachten. SZ95 proliferieren bei 

Sebomed Basalmedium etwa im selben Umfang wie mit FKS-haltigem Kulturmedium 

(siehe Tabelle 4). 
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4.2.2 Proliferationsverhalten der Konjunktivaepithelzellinie IOBA-NHC 
 

Alle Inkubationsansätze, die mit RLN2 oder RLF stimuliert werden, weisen nach 24 h 

eine signifikant gesteigerte DNA-Syntheserate auf (vgl. Abbildung 10). 

 

 
 
Abb. 10 Einfluss verschiedener RLN2- und RLF-Konzentrationen (100 ng/ml, 500 

ng/ml) auf die Proliferationsfähigkeit von IOBA-NHC-Zellen nach 24 h 

Stimulationsdauer. Die Ergebnisse (MW ± SD) aus 3 unabhängigen Versuchen (N=3) 

mit je 3 Versuchsansätze (n=3) werden gegen die Kontrolle mit Serum-freiem 

Kulturmedium (100%) normalisiert und der signifikante Unterschied auf die Kontrolle 

mit Serum-freiem Kulturmedium bezogen (*** p < 0,001). Das Kulturmedium wird wie in 

Tabelle 3 beschrieben verwendet. 

 

Die stärkste Steigung der Proliferationsrate ist bei Stimulation mit 100 ng/ml RLN2 auf 

rund 190% im Vergleich zur Kontrolle sichtbar. Die relative Proliferation beträgt bei 500 

ng/ml RLN2 180%. Wird mit 100 ng/ml RLF inkubiert, nimmt die Proliferation um 60% 

zu und steigt bei 500 ng/ml RLF um 70%. Damit liegt die Proliferationsrate mit 

Kulturmedium (Tabelle 3) im gleichen Bereich wie die Proliferationsrate bei Stimulation 

mit RLN2 oder RLF. 

 

 

4.2.3 Proliferationsverhalten der Korneaepithelzelllinie HCE 
 

Die Proliferationseigenschaften der humanen Korneaepithelzelllinie HCE sind im 

folgenden Diagramm (Abbildung 11) dargestellt. 
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Abb. 11 Einfluss verschiedener RLN2- und RLF-Konzentrationen (100 ng/ml, 500 

ng/ml) auf die Proliferationsfähigkeit von HCE-Zellen nach 24 h Stimulationsdauer. Die 

Ergebnisse (MW ± SD) aus 3 unabhängigen Versuchen (N=3) mit je 3 

Versuchsansätze (n=3) werden gegen die Kontrolle mit Serum-freiem Kulturmedium 

(100%) normalisiert und der signifikante Unterschied auf die Kontrolle mit Serum-

freiem Kulturmedium bezogen (* p< 0,05; ** p < 0,01). Das Kulturmedium wird wie in 

Tabelle 2 beschrieben verwendet. 

 

Stimulation von HCE-Zellen mit 100 ng/ml RLN2, 500 ng/ml RLN2 und 100 ng/ml RLF 

führt zu einer signifikanten Erhöhung der Proliferationsrate um etwa 20%. Ebenso 

proliferieren HCE-Zellen, die mit HCE-Kulturmedium (Tabelle 2) kultiviert werden, um 

etwa 20%. Im Vergleich dazu zeigen HCE-Zellen nach Stimulation mit 500 ng/ml RLF 

keinen signifikanten Anstieg der Proliferationsrate. 

 

 

4.2.4 Proliferationsverhalten der primären kornealen Fibroblasten 
 

Das Proliferationsverhalten von primären kornealen Fibroblasten wird durch RLN2 und 

RLF nicht signifikant beeinflusst (siehe Abbildung 12). Die Proliferation der 

Fibroblasten steigt bei Verwendung von Kulturmedium (Tabelle 1) im Vergleich zu 

Serum-freiem Kulturmedium. 
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Abb. 12 Einfluss verschiedener RLN2- und RLF-Konzentrationen (100 ng/ml, 500 

ng/ml) auf die Proliferationsfähigkeit von primären kornealen Fibroblasten nach 24 h 

Stimulationsdauer. Die Ergebnisse (MW ± SD) aus 3 unabhängigen Versuchen (N=3) 

mit je 3 Versuchsansätze (n=3) werden gegen die Kontrolle mit Serum-freiem 

Kulturmedium (100%) normalisiert und der signifikante Unterschied auf die Kontrolle 

mit Serum-freiem Kulturmedium bezogen. Das Kulturmedium wird wie in Tabelle 1 

beschrieben verwendet. 

 

Neben dem Proliferationsverhalten der Zelllinien und primärer kornealer Fibroblasten 

wird das Migrationsverhalten der Konjunktiva- (IOBA-NHC-Zellen) und 

Korneaepithelzelllinie (HCE-Zellen) studiert. 
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4.3 Migrationsverhalten der Epithelzelllinien 
 

Das Migrationsverhalten der humanen Konjunktiva- (IOBA-NHC) und 

Korneaepithelzelllinie (HCE) wird mittels Scratch-Assays untersucht. 

 

 

4.3.1 Migrationsverhalten der Konjunktivaepithelzelllinie IOBA-NHC 
 
Im Rahmen einer 24 h Inkubation mit 100 ng/ml RLN2 zeigen IOBA-NHC-Zellen keine 

signifikant höhere Migration (p < 0,01) als Zellen, die mit Serum-freien Medium 

stimuliert werden (siehe Abbildung 13E). Ferner wird untersucht, ob möglicher Effekt 

auf die Migration oder die Proliferation oder auf beides zurückzuführen ist. Wenn IOBA-

NHC-Zellen mit 100 ng/ml RLN2 und 5 µg/ml Mitomycin C, einem 

Proliferationsinhibitor, stimuliert werden, kann die Schließungsrate im Scratch-Assay 

deutlich gesenkt werden. Bei Stimulation mit 100 ng/ml RLN2 und 5 µM Cytochalasin 

B, einem Migrationsinhibitor, lässt sich die Migration ebenfalls signifikant unterdrücken. 

Für EGF wird ein starker migrationsfördernder Effekt beschrieben. IOBA-NHC-Zellen, 

die mit 30 ng/ml EGF stimuliert werden, zeigen eine signifikant erhöhte 

Schließungsrate. Dabei liegt die Migrationrate von IOBA-NHC-Zellen, die mit EGF 

inkubiert werden auf gleichem Niveau wie nach Stimulation mit 100 ng/ml RLN2. 
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Abb. 13 Der Einfluss von RLN2 und RLF auf das Migrationsverhalten von IOBA-NHC-

Zellen. A Kontrolle, 0 h; B Zellen wurden 24 h mit 100 ng/ml RLN2 stimuliert; C Zellen 

wurden 24 h mit 100 ng/ml RLF inkubiert; Darstellung der mittleren Migrationsrate ± 

SEM von IOBA-NHC-Zellen nach Stimulation mit RLN2 (D) und RLF (E) im Vergleich 

zur 24 h Kontrolle mit Serum-freiem Kulturmedium. Der Balken entspricht in Bild A, B 

und C 300 μm. (** p < 0,01; *** p < 0,001; N=2) 

 

IOBA-NHC-Zellen, die 24 h mit 100 ng/ml RLF stimuliert werden, zeigen eine 

signifikant höhere Migration (p < 0,001) als Zellen, die mit Serum-freiem Medium 

inkubiert werden (vgl. Abbildung 13F). Nach Inkubation mit 100 ng/ml RLF und 5 µg/ml 

des Proliferationsinhibitor Mitomycin C weisen IOBA-NHC-Zellen eine viel geringere 

Schließungsrate der Scratch-Furche auf. Wird mit 100 ng/ml RLF und 5 µM 
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Cytochalasin B, einem Migrationsinhibitor, stimuliert, wird die Migrationsrate deutlich 

reduziert. Die Migrationsrate von IOBA-NHC-Zellen nach Stimulation mit 30 ng/ml EGF 

ähnelt dem Migrationsverhalten der Zellen, die mit 100 ng/ml RLF inkubiert werden. 

 

 

4.3.2 Migrationsverhalten der Korneaepithelzelllinie HCE 
 

HCE-Zellen, die 24 h mit 100 ng/ml RLN2 stimuliert werden, zeigen eine signifikant 

höhere Migration (p < 0,001) als Zellen, die mit Serum-freiem Medium inkubiert werden 

(Abbildung 14E). Um diesen Effekt der Proliferation, der Migration oder einem 

Synergismus aus Proliferation und Migration zu zuordnen, werden der 

Proliferationsinhibitor Mitomycin C und der Migrationsinhibitor Cytochalasin B 

verwendet. Werden HCE-Zellen mit 100 ng/ml RLN2 und 5 µg/ml Mitomycin stimuliert, 

kommt es zu einer Verzögerung der Schließung der Scratch-Furche. Bei Stimulation 

mit 100 ng/ml RLN2 und 5 µM Cytochalasin B, wird die Migration ebenfalls signifikant 

unterdrückt. Die Migrationsrate von HCE-Zellen nach Stimulation mit 30 ng/ml EGF 

ähnelt dem Migrationsverhalten der Zellen, die mit 100 ng/ml RLN2 inkubiert werden. 
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Abb. 14 Der Einfluss von RLN2 und RLF auf das Migrationsverhalten von HCE-Zellen. 

A Kontrolle, 0 h; B  Zellen wurden 24 h mit 100 ng/ml RLN2 stimuliert; C Zellen wurden 

24 h mit 100 ng/ml RLF inkubiert; Darstellung der mittleren Migrationsrate ± SEM von 

HCE-Zellen nach Stimulation mit RLN2 (D) und RLF (E) im Vergleich zur 24 h Kontrolle 

mit Serum-freiem Kulturmedium. Der Balken entspricht in Bild A, B und C 300 μm. 

(** p < 0,01; *** p < 0,001; N=2) 

 

Nach 24 h Inkubation mit 100 ng/ml RLF zeigen HCE-Zellen eine signifikant höhere 

Migration (p < 0,05) als Zellen, die mit Serum-freiem Medium stimuliert werden (siehe 

Abbildung 14F). Nach Inkubation mit 100 ng/ml RLF und 5 µg/ml Mitomycin C weisen 

HCE-Zellen eine geringere Schließungsrate auf. Wird mit 100 ng/ml RLF und 5 µM 

Cytochalasin B stimuliert, lässt sich die Migration deutlich unterdrücken. Die 

Migrationsrate von HCE-Zellen nach Stimulation mit 30 ng/ml EGF ähnelt dem 

Migrationsverhalten der Zellen, die mit 100 ng/ml RLF inkubiert werden. 
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Abschließend wird der Einfluss der Hormone RLN2 und RLF auf die Expression von 

Matrix Metalloproteinasen (MMP) und deren Inhibitoren (TIMP - Tissue Inhibitor of 

Matrix Metalloproteinasen) untersucht. 

 

 

4.4 Regulation der MMP- und TIMP-mRNA-Expression 
 

MMP und TIMP werden durch verschiedene Stimulanzien reguliert. In der vorliegenden 

Arbeit wird der Einfluss der Hormone RLN2 und RLF auf die Regulation der MMP- und 

TIMP-Expression in der humanen Sebozytenzelllinie (SZ95), in kultivierten 

konjunktivalen (IOBA-NHC) und kornealen (HCE) Epithelzelllinien mit Hilfe der Real-

Time PCR untersucht. Die Normalisierung erfolgte gegen 18S-rRNA-Genexpression. 

 

 

4.4.1 Regulation der MMP- und TIMP-Genexpression durch RLN2 und RLF 
in der Sebozytenzelllinie SZ95 

 

Die in Abbildung 15A dargestellten Stimulationsexperimente der humanen 

Sebozytenzelllinie (SZ95) mit RLN2 und RLF zeigen, dass nur 500 ng/ml RLN2 und 

500 ng/ml RLF nach 24 h eine signifikante Erhöhung der relativen MMP2-mRNA-

Expression bewirken. RLN2 (100 ng/ml, 500 ng/ml) und RLF (100 ng/ml, 500 ng/ml) 

haben nach 6h keinen signifikanten Effekt auf die relative MMP2-Expression. Auch 100 

ng/ml RLN2 und 100 ng/ml RLF haben nach 24h keinen signifikanten regulatorischen 

Effekt auf die relative MMP2-Expression. 
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Abb. 15 Relative mRNA-Expression von MMP2 (A), MMP9 (B) und MMP13 (C) nach 6 

h und 24 h Stimulationsdauer im Vergleich zur Kontrolle mit Serum-freiem 

Kulturmedium. Zellen der humanen Sebozytenzelllinie (SZ95) wurden mit 100 ng/ml 

RLN2, 500 ng/ml RLN2, 100 ng/ml RLF und 500 ng/ml RLF stimuliert. (MW ± SEM; * p 

< 0,05; ** p < 0,01; N=3, n=3) 

 

Die Analyse der MMP9-mRNA-Expression (Abbildung 15B) zeigt eine um 300% 

signifikante Erhöhung nach 6 stündiger Stimulation mit 100 ng/ml und 500 ng/ml RLN2. 

Dieser Effekt ist nach 24 h aufgehoben, da die MMP9-Expression nicht mehr signifikant 

erhöht ist. RLF hat keinen signifikanten Effekt auf die relative MMP9-mRNA-

Expression. 

RLN2 und RLF haben keinen signifikanten Einfluss auf die MMP13-mRNA-Expression 

weder nach 6 h noch nach 24 h Stimulation (Abbildung 15C). 
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Abb. 16 Relative mRNA-Expression von TIMP1 (A) und TIMP2 (B) nach 6 h und 24 h 

Stimulationsdauer im Vergleich zur Kontrolle mit Serum-freiem Kulturmedium. Zellen 

der humanen Sebozytenzelllinie (SZ95) wurden mit 100 ng/ml RLN2, 500 ng/ml RLN2, 

100 ng/ml RLF und 500 ng/ml RLF stimuliert. (MW ± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; N=3, 

n=3) 

 

Die TIMP1-Expression steigt erst nach 24 h Stimulation mit 100 ng/ml RLN2 signifikant 

auf 160% an verglichen mit der Serum-freien Kontrolle (siehe Abbildung 16A). Wird die 

höhere Stimulationskonzentration von 500 ng/ml RLN2 eingesetzt, zeigt sich ein 

gegenteiliger Effekt. Eine signifikante Erhöhung der TIMP1-mRNA-Expression auf 

260% ist schon nach 6 h sichtbar, danach scheint die Rate wieder abzufallen. 

Ebenfalls erhöht sich bei der Behandlung mit 100 ng/ml RLF erst nach 24 h die TIMP1-

mRNA-Expression signifikant auf etwa 190%. Die höhere Konzentration hat keinen 

signifikanten Einfluss auf die TIMP1-Expression. 

Die Untersuchungen zu TIMP2 ergeben nur eine signifikante Erhöhung auf 160%, 

wenn 24 h mit 100 ng/ml RLF stimuliert wird (vgl. Abbildung 16B). Andere eingesetzte 

Konzentrationen und Stimulationszeiten haben keinen signifikanten Einfluss auf die 

TIMP2-mRNA-Expression. 
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4.4.2 Regulation der MMP- und TIMP-Genexpression durch RLN2 und RLF 

in der Konjunktivaepithelzelllinie IOBA-NHC 
 

Die Real-Time Untersuchungen zur MMP2-Expression ergeben eine signifikante 

Steigerung auf etwa 170% nach 24 h Stimulation mit 100 ng/ml RLN2, zeigen jedoch 

nach 6 h Inkubationsdauer mit 100 ng/ml RLN2 keinen signifikanter Einfluss (Abbildung 

17A).  

 

 
 

Abb. 17 Relative mRNA-Expression von MMP2 (A), MMP9 (B) und MMP13 (C) nach 6 

h und 24 h Stimulationsdauer im Vergleich zur Kontrolle mit Serum-freiem 

Kulturmedium. Zellen der humanen Konjunktivaepithelzelllinie (IOBA-NHC) wurden mit 

100 ng/ml RLN2, 500 ng/ml RLN2, 100 ng/ml RLF und 500 ng/ml RLF stimuliert. (MW 

± SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01; N=3, n=3) 
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Wird 6 h oder 24 h mit 500 ng/ml RLN2 stimuliert, steigt die MMP2-mRNA-Expression 

auf etwa 170% des Kontrollniveaus an. Die Stimulationsansätze mit RLF detektierten 

nur nach 24-stündiger Inkubation mit 100 ng/ml RLF eine signifikante Erhöhung der 

MMP2-Expression auf rund 200%. 

Wie in Abbildung 17B dargestellt, wird die MMP9-mRNA-Expression nur durch 

Stimulation mit 100 ng/ml RLN2 über 6 h signifikant auf 160% gesteigert. 

Nur 500 ng/ml RLN2 für 6 h erhöht die MMP13-mRNA-Expression auf rund 175%, 

nicht jedoch die weiteren Stimulationsansätze mit RLN2 und RLF (Abbildung 17C). 

 

 
 

Abb. 18 Relative mRNA-Expression von TIMP1 (A) und TIMP2 (B) nach 6 h und 24 h 

Stimulationsdauer im Vergleich zur Kontrolle mit Serum-freiem Kulturmedium. Zellen 

der humanen Konjunktivaepithelzelllinie (IOBA-NHC) wurden mit 100 ng/ml RLN2, 500 

ng/ml RLN2, 100 ng/ml RLF und 500 ng/ml RLF stimuliert. (MW ± SEM; * p < 0,05; ** p 

< 0,01; N=3, n=3) 

 

Werden Konjunktivaepithelzellen 24 Stunden mit 100 ng/ml RLN2 inkubiert, sinkt die 

TIMP1-mRNA-Expression auf 60% im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 18A). Keinen 

Effekt hat die Stimulation mit 100 ng/ml RLN2 für 6 h. Wenn die Konzentration auf 500 

ng/ml RLN2 erhöht wird, zeigt sich nach 6 h eine signifikante Steigerung der 
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Genexpression auf 200%. Eine längere Stimulationsdauer hat keinen signifikanten 

Effekt ebenso wie die Inkubation mit RLF. 

Die TIMP2-mRNA-Expression steigt signifikant nach 6 h Stimulation mit 100 ng/ml 

bereits auf 170% und erhöht sich weiter auf 190% nach 24 h (siehe Abbildung 18B). 

Dieser Effekt wird auch mit 500 ng/ml RLN2 über 24 h erzielt, nicht aber bereits nach 6 

h. Stimulation mit 100 ng/ml RLF für 24 h steigert die TIMP2-mRNA-Expression auf 

rund 260%. Im Gegensatz dazu haben 100 ng/ml RLF für 6 h und 500 ng/ml RLF (6 h 

und 24 h) keinen signifikanten Einfluss auf die TIMP2-mRNA-Expression.  

 

 

4.4.3 Regulation der MMP- und TIMP-Genexpression durch RLN2 und RLF 
in der Korneaepithelzelllinie HCE 

 

Untersuchungen an der Korneaepithelzelllinie zur MMP2-mRNA-Expression ergeben 

keinen signifikanten Einfluss, wenn für 6 h stimuliert wird (Abbildung 19A). Erst nach 24 

h kommt es zu einer signifikanten Erhöhung der MMP2-Expression. So steigt die 

Expression nach Inkubation mit 100 ng/ml RLN2 um 160% und wird noch weiter auf 

185% durch Stimulation mit 500 ng/ml RLN2 gesteigert. Sowohl 100 ng/ml als auch 

500 ng/ml RLF führen zu einem signifikanten Anstieg der MMP2-mRNA-Expression auf 

rund 170% im Vergleich zur Kontrolle. 
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Abb. 19 Relative mRNA-Expression von MMP2 (A), MMP9 (B) und MMP13 (C) nach 6 

h und 24 h Stimulationsdauer im Vergleich zur Kontrolle mit Serum-freiem 

Kulturmedium. Zellen der  humanen Korneaepithelzelllinie (HCE) wurden mit 100 ng/ml 

RLN2, 500 ng/ml RLN2, 100 ng/ml RLF und 500 ng/ml RLF stimuliert. (MW ± SEM; * p 

< 0,05; ** p < 0,01; N=3, n=3) 

 

Die Stimulationsexperimente mit RLN2 und RLF zur Analyse der MMP9- und MMP13-

mRNA-Expression führen zu keinem signifikanten Ergebnis (Abbildung 19B, C).  

Die TIMP1-mRNA-Expression wird vor allem nach 24 h erhöht und zeigt nur nach 

Stimulation mit 100 ng/ml RLN2 für 6 h eine signifikante Steigerung um 70% 

(Abbildung 20A). Wird die Inkubationsdauer mit 100 ng/ml RLN2 auf 24 h ausgedehnt, 

ist eine Steigerung um 95% erkennbar. Wenn die Konzentration auf 500 ng/ml RLN2 
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für 24 h erhöht wird, beträgt der Anstieg 70%. Werden die Korneaepithelzellen für 24 h 

mit RLF versetzt, kommt es zu einer Zunahme der TIMP1-mRNA-Expression auf 170% 

bei 100 ng/ml RLF und auf 150% bei 500 ng/ml RLF. 

 

 
 

Abb. 20 Relative mRNA-Expression von TIMP1 (A) und TIMP2 (B) nach 6 h und 24 h 

Stimulationsdauer im Vergleich zur Kontrolle mit Serum-freiem Kulturmedium. Zellen 

der humanen Korneaepithelzelllinie (HCE) wurden mit 100 ng/ml RLN2, 500 ng/ml 

RLN2, 100 ng/ml RLF und 500 ng/ml RLF stimuliert. (MW ± SEM; * p < 0,05; ** p < 

0,01; N=3, n=3) 

 

Die TIMP2-mRNA-Expression (vgl. 20B) steigt nur nach Stimulation mit 100 ng/ml 

RLN2 für 6 h signifikant an. Die weiteren Untersuchungsansätze zeigen keinen 

signifikanten Einfluss auf die TIMP2-mRNA-Expression von Korneaepithelzellen. 
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5 Diskussion 
 

 

5.1 Nachweis von RLN2 und RLF sowie der Rezeptoren LGR7 und LGR8 
 

Aus unterschiedlichen Studien ist bekannt, dass Hormone die Physiologie der 

Augenoberfläche beeinflussen (Sullivan, 2004). Bislang liegen keine Beschreibungen 

zu den Hormonen RLN2 und RLF und deren Rezeptoren LGR7 und LGR8 an der 

Augenoberfläche und den ableitenden Tränenwege vor. Deshalb wurde zunächst mit 

der Untersuchung der Expression der Hormone und deren Rezeptoren an der 

Augenoberfläche und den ableitenden Tränenwegen begonnen. Der Nachweis des 

Hormons RLN2 mittels konventioneller RT-PCR zeigt nur vereinzelt eine Expression 

auf mRNA-Ebene. Dabei schwankt der Nachweis von 9 % positives Vorkommen in der 

Tränendrüse bis 60 % positiver Nachweis in der Meibom-Drüse. Bei den primären 

kornealen Fibroblasten war kein mRNA-Expressionsnachweis möglich. Die 

Transkriptvarianten 1 und 2 können in allen positiven Tränendrüsen, Meibom-Drüsen 

und ableitenden Tränenwegen detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigen alle 

positiven Konjunktivae und Korneae nur die Transkriptvariante 1. Bisher ist bekannt, 

dass die Prostata beide Transkriptvarianten exprimiert (Gunnersen et al., 1996). 

Alternatives Splicing führt zur Inkorporation eines zusätzlichen 101 bp langen Exons in 

der C-Peptidregion. Dadurch entsteht ein Stopcodon in der C-Kette, sodass das 

Relaxin-Peptid nur aus einer B-Kette besteht. Die Funktion der Transkriptvariante 1 ist 

unbekannt (Gunnersen et al., 1996). Zu den Patienten liegen nur wenige Daten vor. 

Eine altersspezifische Expression ist nicht erkennbar. Jedoch ist auffällig, dass alle 

positiv getesteten Gewebe von weiblichen Spendern stammen. Allerdings kommt nur 

eine Minderheit der untersuchten Gewebe von männlichen Personen und somit ist eine 

Aussage zur Geschlechtsverteilung nur bedingt möglich. Eventuell liegt in den 

Geweben der Augenoberfläche und der ableitenden Tränenwegen, die RLN2 

exprimieren, eine krankhafte Veränderung vor. Hinweise auf ein abweichendes 

Expressionsmuster in normalen, hyperplastischen oder neoplastischen Geweben 

konnte die Gruppe um Hombach-Klonisch geben. Sie konnte eine Expression von 

RLN2 in Schilddrüsenkarzinomen, jedoch nicht in normalem beziehungsweise 

hyperplastischem Schilddrüsengewebe nachweisen (Hombach-Klonisch et al., 2006). 

In neoplastischen Brustdrüsengeweben sind Transkripte beider Relaxin-Isoformen 

gegenüber den Normalgeweben deutlich vermehrt (Tashima et al., 1994). 

Brustkrebspatientinnen zeigen erhöhte Relaxin-Serumspiegel (Binder et al., 2004). Da 

RLN2 auf mRNA-Ebene sporadisch nachweisbar ist, muss eine Bildung des Hormons 
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an anderer Stelle im Organismus und ein Transport über den Blutweg an die 

Augenoberfläche in Betracht gezogen werden. Dafür spricht, dass Insulin, das 

strukturelle Ähnlichkeit mit RLN2 besitzt, ebenfalls über den Blutweg an die 

Augenoberfläche transportiert wird und in die Tränenflüssigkeit sekretiert wird (Rocha 

et al., 2002). Auch ist von Relaxin bekannt, dass es im Serum zirkuliert (Bryant, 1972; 

Steinetz et al., 2005) und in Körperflüssigkeiten abgegeben werden kann. Bei Frauen 

konnte RLN2 im Kollostrum, in der Flüssigkeit von Zysten bei Mammadysplasie und im 

Plasma einer Patientin mit großem Fibroadenom der Mamma nachgewiesen werden 

(Nardi, 1983). Mit Hilfe eines Enzymimmunoassays konnten RLN2-Konzentrationen im 

Urin gemessen werden (Heringlake et al., 2004; Steinetz et al., 2005). RLN2 könnte 

wie Insulin eine endokrine Wirkung besitzen. 

Der gleiche Mechanismus ist auch für das Hormon RLF denkbar. Auch hier war der 

mRNA-Nachweis in der vorliegenden Arbeit nur sporadisch möglich. RLF konnte in 

normalem Schilddrüsengewebe nicht nachgewiesen werden, jedoch in 

hyperplastischen und neoplastischen Schilddrüsengewebe (Hombach-Klonisch et al., 

2003). Weiterhin zeigte die Gruppe um Hombach-Klonisch, dass RLF sowohl in 

normalen, also auch in neoplastischem Brustdrüsenepithel exprimiert wird. 

Interessanterweise ist immunoreaktives RLF in neoplastischen Epithelzellen duktaler 

und lobulärer Mammakarzinome verstärkt nachweisbar (Hombach-Klonisch et al., 

2000). Die RLF-Expression scheint in der humanen Brustdrüse stark 

posttranskriptionell modifiziert zu werden, da im Vergleich zu normalem 

Brustdrüsenepithel RLF-mRNA-Expression in Epithelien duktaler und lobulärer 

Mammakarzinome reduziert ist, jedoch der immunologische Nachweis von RLF-Protein 

in diesen neoplastischen Epithelien eine vermehrte RLF-Proteinproduktion zeigt 

(Hombach-Klonisch et al., 2000). RLF könnte auch an der Augenoberfläche dieser 

posttranskriptionellen Modifikation unterliegen. 

In den Zelllinien konnte die mRNA-Expression beider Hormone gezeigt werden. Damit 

stehen geeignete Modelle für in vitro Untersuchungen zur Verfügung. 

Die Detektion des LGR7 Rezeptors in 20 % der untersuchten Tränendrüsen, 60 % der 

Meibom-Drüsen, in 67 % der Konjunktivae und 40 % der Korneae sowie 100 % der 

primären kornealen Fibroblasten und 75 % der ableitenden Tränenwege spricht für 

eine konstitutive Expression des Rezeptors an der Augenoberfläche. Da RLN2 als 

einziger Ligand für den Rezeptor LGR7 bekannt ist (Sherwood, 2004), scheint das 

Hormon einen Einfluss auf Gewebe der Augenoberfläche zu haben. Eine differenzielle 

Expression des LGR7 Rezeptors in Bezug auf Alter und Geschlecht ist nicht ersichtlich. 

Der Proteinnachweis an Gewebeschnitten mittels Immunhistochemie gelang nur in den 

Meibom-Drüsen und in wenigen der untersuchten ableitenden Tränenwegen. Die 
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Detektion könnte durch Epitopenmaskierungen erklärt werden. In den Zelllinien HCE, 

IOBA-NHC und SZ95 war ein Nachweis möglich, so dass diese Zelllinien für in vitro 

Untersuchungen geeignet scheinen.  

Die Ergebnisse zum Nachweis des Rezeptors LGR8 belegen eine ebenfalls 

konstitutive Expression in der Tränendrüse (73%), der Meibom-Drüse (100%), der 

Konjunktiva (50%) und Kornea (64%), den primären kornealen Fibroblasten (100%) 

sowie in den ableitenden Tränenwegen (75%). Aufgrund der limitierten Heterogenität 

der Stichprobe ist eine Abhängigkeit der Rezeptorexpression vom Alter 

beziehungsweise Geschlecht nicht möglich. Bereits bekannt ist die Expression des 

LGR8 Rezeptors im weiblichen und männlichen Reproduktionstrakt, im Gehirn, in der 

Schilddrüse, in der Niere und in der Muskulatur (Bathgate et al., 2006). Die Liganden 

RLF und RLN2 könnten durch diesen Rezeptor ihren Einfluss auf die Augenoberfläche 

ausüben. 

Die Befunde zur differenziellen Expression Relaxin-artiger Peptide in den Geweben der 

Augenoberfläche und der ableitenden Tränenwegen gaben den Anlass, die zelluläre 

Wirkung der beiden Peptide in der humanen Sebozytenzelllinie (SZ95), Konjunktiva- 

(IOBA-NHC) und Korneaepithelzelllinie (HCE) und deren Bedeutung an der 

Augenoberfläche zu untersuchen. Auf die Ergebnisse dieser Untersuchungen zur Rolle 

Relaxin-artiger Peptide wird in den folgenden Teilen dieser Arbeit eingegangen. 

 

 

5.2 RLN2 und RLF steigern die Proliferationsfähigkeit der Epithelzelllinien 
IOBA-NHC und HCE 

 

Die Hormone RLN2 und RLF erhöhen die Proliferationsrate von SZ95-, IOBA-NHC- 

und HCE-Zellen. Eine dosisabhängige Steigerung der Proliferation ist bei der 

Stimulation von IOBA-NHC-Zellen mit RLF zu beobachten. RLF sorgt durch die 

Proliferationsteigerung der Zellen des Gubernaculum testis für den Descensus des 

Hodens im Mausmodell (Kumagai et al., 2002). Ebenso proliferieren humane 

Osteoblasten dosisabhängig, wenn sie mit RLF stimuliert werden (Ferlin et al., 2008). 

Amnionepithelzellen proliferieren unter 5-tägiger RLN2-Inkubation signifikant (Millar et 

al., 2003). 

RLN2 und RLF haben keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von primären 

kornealen Fibroblasten. Samuel et al. berichten, dass RLN2 auf die Proliferation von 

kardialen Fibroblasten auch keinen signifikanten Einfluss zeigt (Samuel et al., 2004). 

Ähnliches wird von der PC-3 Prostata-Karzinomzelllinie berichtet, bei der RLF ebenso 

keinen Effekt auf die Proliferation hat (Klonisch et al., 2005). 
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Zusammenfassend ist die Steigerung der Proliferationsrate gerade in Epithelien im 

Rahmen der Wundheilung von Bedeutung. So könnte der proliferative Effekt auf 

Kornea- und Konjunktivaepithelzelllinien im Hinblick auf den Ersatz geschädigter Zellen 

an der Augenoberfläche interessant sein. 

 

 

5.3 RLN2 und RLF steigern die Migrationsrate der Epithelzelllinien IOBA-
NHC und HCE 

 

Einige Autoren berichten, dass RLN2 und RLF die Motilität steigern. Im Bericht von 

Wyatt et al. erhöht RLN2 die Schlussrate von bronchialen Epithelzellen in einem 

Wundschlussmodell (Wyatt et al., 2002). Der migrationsfördernde Effekt wird vor allem 

bei Karzinomen beobachtet. RLN2 steigert signifikant die Motilität von humanen 

Schilddrüsenkarzinomzelllinien (Hombach-Klonisch et al., 2006). Die Motilität von PC-3 

Prostata-Karzinomzellen wird durch RLF konzentrationsabhängig erhöht (Klonisch et 

al., 2005). Auch die Motilität der HCE- und IOBA-NHC-Zellen wird durch RLN2 und 

RLF signifikant gesteigert. Der beobachtete Mechanismus macht RLN2 und RLF für 

die Wundheilung an der Augenoberfläche interessant. 

 

 

5.4 Regulation der MMP- und TIMP-mRNA-Expression 

 

Relaxin hat modulierenden Einfluss auf das Bindegewebe unter anderem durch 

Induktion von Matrix Metalloproteinasen (MMPs) und Inhibition von Tissue Inhibitors of 

Matrix Metalloproteinasen (TIMPs). MMPs sind eine Gruppe von Enzyme, die das 

extrazelluläre Gewebe degradieren können und somit den Um- und Abbau von 

Bindegewebe beeinflussen. Natürliche Gegenspieler der MMPs sind die TIMPs. In 

humanen dermalen Fibroblasten stimuliert Relaxin die MMP1 mRNA- und 

Proteinexpression, verringert die TIMP Expression sowie die Kollagensekretion 

(Unemori et al., 1990). Unemori und Kollegen konnten für humane Lungenfibroblasten 

eine erhöhte Expression von MMP1 durch RLN2 zeigen (Unemori et al., 1996). In 

humanen Fibroblasten des unteren Uterussegments stimuliert RLN2 die mRNA- und 

Proteinexpression von MMP1, MMP2 und MMP3 und hemmt hingegen die 

Proteinbildung von TIMP1 (Palejwala et al., 2001). RLN2 induziert in renalen 

Fibroblasten den extrazellulären Matrixabbau durch Induktion von MMP2 und MMP9 

(Heeg et al., 2006). Relaxin ist in der Lage Leberfibrose bei Ratten durch verringerte 
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Kollagensynthese und erniedrigte TIMP1- und TIMP2-Expression abzuschwächen 

(Williams et al., 2001).  

Eine wichtige Rolle spielen diese Proteinasen auch an der Augenoberfläche bei der 

Wundheilung, der Erkrankung des Trockenen Auges und kornealer Neovaskularisation 

sowie der Entstehung von Hornhautulzera, Pterygium und Chalazion (Kim et al., 2004). 

MMP2 wird in normalen Korneae von Ratten exprimiert und wird während der 

Wundheilung heraufreguliert. Deshalb wird für MMP2 eine wichtige Rolle im Turnover 

von extrazellulärer Matrix und im Umbau von normaler und verletzter Kornea diskutiert 

(Ye et al., 2000). Laut dem Bericht von Azar und Kollegen scheint MMP2 in der 

späteren Phase der Wundheilung eine Rolle zu spielen (Azar et al., 1996). RLN2 und 

RLF erhöhen im Wesentlichen nach 24 h die MMP2-mRNA-Produktion von SZ95-, 

IOBA-NHC- und HCE-Zellen. Damit ist an eine physiologische Unterstützung der 

Wundheilung vor allem in der späteren Phase durch RLN2 und RLF zu denken. 

Im Gegensatz dazu wird MMP9 nur in basalen Zellreihen des Korneaepithels von 

verletzten Korneae beobachtet. Hier ist zu beachten, dass die Expression 6 h nach der 

Verletzung detektiert werden kann und einen Spitzenwert am 1.-3. Tag erreicht, jedoch 

ab Tag 7 die Detektion nicht mehr möglich ist. Daraus wird für MMP9 eine vorrangige 

Rolle in der Epithelisation nach Korneaverletzungen abgeleitet (Ye et al., 2000). Die 

MMP9-mRNA-Expression der Korneaepithelzelllinie wird durch RLN2 und RLF nicht 

beeinflusst. In IOBA-NHC-Zellen ist eine signifikante Steigerung der MMP9-Expression 

nur nach 6 h 100 ng/ml RLN2 zu verzeichnen. Jedoch erhöht die Stimulation mit RLN2 

die MMP9-Expression nach 6 h in der Sebozytenzelllinie. Diese könnten MMP9 an die 

Tränenflüssigkeit abgeben und somit könnte MMP9 an der Augenoberfläche verteilt 

werden. Damit wäre eine lokale Wirkung an der beschädigten Kornea möglich. 

Ye und Kollegen diskutieren, dass MMP13 an der Reepithelisation der verletzten 

Kornea beteiligt ist, da es nur in verletzten Korneae während der Wundheilung 

detektiert werden kann (Ye et al., 2000). Höhere RLN2-Konzentrationen führen bei 

IOBA-NHC-Zellen zum Anstieg der MMP13-mRNA-Expression nach 6 h. Insgesamt 

scheinen RLN2 und RLF jedoch kaum Einfluss auf die MMP13-Expression von SZ95-, 

HCE- und IOBA-NHC-Zellen zu haben. Dies korrespondiert mit Untersuchungen an 

Kupffer-Sternzellen der Leber, bei denen RLN2 ebenfalls nicht die MMP13-mRNA-

Konzentration ändert (Williams, 2000).  

TIMP1 inhibiert MMP9, indem es MMP9 mit hoher Affinität bindet (Woessner, 1994). 

RLN2 und RLF steigern die TIMP1-mRNA-Expression vor allem nach 24 h. Durch die 

verzögerte Expression von TIMP1, kann TIMP1 den Effekt von MMP9 in der späteren 

Phase der Wundheilung abschwächen. Da für MMP9 eine wichtige Rolle in der 
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Epithelisation in der frühen Phase der Wundheilung zugesprochen wird (Ye et al., 

2000), könnte TIMP1 eine überschießende Epithelisation verhindern. 

Durch eine hohe Affinität zu MMP2 inhibiert TIMP2 MMP2 (Woessner, 1994). Die 

TIMP2-Expression wird durch RLN2 und RLF insbesondere bei IOBA-NHC-Zellen nach 

24 h gesteigert. Zum selben Zeitpunkt ist auch die MMP2-Expression erhöht. Da 

MMP2 konstitutiv exprimiert wird (Ye et al., 1998), ist ebenfalls eine konstitutive 

Expression von TIMP2 vorstellbar. So kann der Um- und Abbau der extrazellulären 

Matrix differentiell gesteuert werden. 

 

 

5.5 Schlussfolgerung 

 

Durch die Zusammenfassung der Ergebnisse lässt sich schlussfolgern, dass RLN2 und 

RLF durch ihre proliferations- und migrationssteigenden Wirkungen, sowie durch die 

Beeinflussung von MMP- und TIMP-Genexpression einen positiven Effekt auf die 

Wundheilung zu haben scheinen. Dafür spricht auch, dass in der Schwangerschaft das 

Auge besonders immuntolerant ist und beispielsweise autoimmune Erkrankungen 

abgeschwächt sind. Denn vor allem in der Schwangerschaft liegen höhere RLN2-

Spiegel vor (Sherwood, 2004). Möglicherweise unterstützt RLN2 dieses Phänomen. 

 

 

5.6 Ausblick 

 

Zunächst müssen weitere Untersuchungen zur Rezeptoraktivierung durch RLN2 und 

RLF an der Augenoberfläche und Toxizitätsanalysen der Hormone an Zellen der 

Augenoberfläche durchgeführt werden. Die erbrachten Ergebnisse stellen nur ein 

Anfang dar und müssten in größerem Umfang quantifiziert werden. Die Gruppe um 

Dschietzig zeigte, dass RLN2 an den Glukokortikoidrezeptor binden kann (Dschietzig 

et al., 2005). Gerade im Hinblick auf die Wundheilung ist es interessant 

herauszufinden, ob RLN2 auch an der Augenoberfläche ein Ligand der 

Glukokortikoidrezeptoren ist. Falls RLN2 als Therapeutikum im Rahmen der 

Wundheilung in Betracht kommt, müssen Wundheilungsmodelle an Tieren angestrebt 

werden. Kortisonhaltige Augentropfen werden bei vielen Entzündungen der 

Augenoberfläche verordnet. Wenn RLN2 ebenfalls den Glukokortikoidrezeptor aktiviert, 

ist es möglich, RLN2 den kortisonhaltigen Augentropfen zuzusetzen oder Kortison 

durch RLN2 zu ersetzen. 
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6 Zusammenfassung 
 

Die Augenoberfläche unterliegt dem Einfluss verschiedener Hormone. Zur Funktion der 

Hormone Relaxin 2 (RLN2) und Relaxin-like Faktor (RLF) sowie der Rezeptoren LGR 

(leucine-rich repeat-containing G-protein-coupled receptor) 7 und LGR8 liegen bislang 

keine Untersuchungen an der Augenoberfläche und den ableitenden Tränenwegen vor. 

Deshalb wird in der vorliegenden Arbeit zunächst mit der Expressionsanalyse zu RLN2 

und RLF und den Rezeptoren LGR7 und LGR8 begonnen. Anschließend erfolgen 

Untersuchungen zum Proliferations- und Migrationsverhalten der humanen Sebozyten- 

(SZ95), Kornea- (HCE) und Konjunktivaepithelzelllinien (IOBA-NHC) sowie zur 

Expression von Matrix Metalloproteinasen (MMPs) und Tissue Inhibitors of MMP 

(TIMPs) in den Zelllinien. 

Nur in einzelnen Proben kann die mRNA von RLN2 und RLF in Geweben der 

Augenoberfläche nachgewiesen werden. Der mRNA-Nachweis von LGR7 und LGR8 

gelingt in untersuchten Geweben und in der Sebozyten-, Korneaepithel- und 

Konjunktivaepithelzelllinie. LGR7-Protein kommt in der Meibom-Drüse und in einzelnen 

Proben der ableitenden Tränenwege sowie in den 3 Zelllinien vor. RLN2 und RLF 

steigern die Proliferations- und Migrationsraten von IOBA-NHC- und HCE-Zellen. 

SZ95-, HCE- und IOBA-NHC-Zellen zeigen eine Regulation der MMP- und TIMP-

Expression nach Stimulation mit RLN2 und RLF. 

RLN2 und RLF werden unter physiologischen Bedingungen nicht an der 

Augenoberfläche und den ableitenden Tränenwegen gebildet. Eine Produktion in 

anderen Geweben mit anschließendem Transport über den Blutstrom zur 

Augenoberfläche muss in Betracht gezogen werden. RLN2 und RLF könnten über die 

Rezeptoren LGR7 und LGR8 ihre Wirkung auf die Augenoberfläche ausüben. Die 

endokrinen Effekte bestehen in einer signifikanten Steigerung der Proliferation und 

Migration von Epithelzelllinien der Konjunktiva und der Kornea. Die Beeinflussung der 

MMP- und TIMP-Genexpression durch RLN2 und RLF untermauert die Hypothese, 

dass die beiden Hormone die Wundheilung nach Schädigung der Augenoberfläche 

fördern. 
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8 Thesen 
 

1. Relaxin 2 (RLN2) wird in verschiedenen Geweben des Reproduktionstrakts und im 

Herz gebildet. Das Peptidhormon besitzt vielfältige Eigenschaften. Es kann 

proliferativ und migrationsfördernd wirken. Die Beeinflussung von Matrix 

Metalloproteinasen (MMPs) und Tissue Inhibitors of MMP (TIMPs) ist bekannt. 

 

2. Der Relaxin-like Faktor (RLF) wird ebenfalls in Geweben des Reproduktionstrakts 

gebildet. Für dieses Hormon ist eine Einflussnahme am Descensus testis 

beschrieben. RLF kann die Proliferation und Migration fördern und die MMP- und 

TIMP-Expression beeinflussen. 

 

3. MMPs sind eine Gruppe von Enzyme, die das extrazelluläre Gewebe degradieren 

können und somit den Um- und Abbau von Bindegewebe beeinflussen. Natürliche 

Gegenspieler der MMPs sind die TIMPs. 

 

4. RLN2 und RLF werden unter physiologischen Bedingungen nicht an der 

Augenoberfläche gebildet. 

 

5. Das Expressionsmuster lässt auf eine endokrine Wirkung der Hormone schließen. 

Dabei kommt eine Bildung der Hormone an einer anderen Stelle im Körper und 

Transport via Blutstrom an die Augenoberfläche sowie eine Sekretion in den 

Tränenfilm in Betracht. 

 

6. Die Wirkung der Hormone RLN2 und RLF kann an der Augenoberfläche und den 

ableitenden Tränenwegen über die Rezeptoren LGR7 und LGR8 vermittelt 

werden. 

 

7. Die Sebozyten-, Korneaepithel- und Konjunktivaepithelzelllinien exprimieren RLN2 

und RLF sowie die Rezeptoren LGR7 und LGR8. Sie dienen als Modell zu 

weiterführenden Untersuchungen der Bedeutung der Hormone an der 

Augenoberfläche. 

 

8. Die Augenoberfläche unterliegt dem Einfluss verschiedener Hormone. In der 

Schwangerschaft ist die Augenoberfläche besonders gegen Entzündungen 

geschützt. 
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9. Erosionen sind Epitheldefekte, die durch die Wundheilung wieder verschlossen 

werden können. Die Wundheilung läuft in verschiedenen Stadien ab. 

 

10. Im Rahmen von Entzündungen an der Augenoberfläche und bei der Wundheilung 

spielen Um- und Abbauprozesse vermittelt durch MMPs und TIMPs eine Rolle. 

 

11. Die Proliferations- und Migrationsfähigkeit von Konjunktiva- und 

Korneaepithelzellen ist bei der Wundheilung von besonderer Bedeutung um einen 

raschen Defektschluss zu ermöglichen. 

 

12. RLN2 und RLF fördern die Migration und Proliferation der Konjunktiva- und 

Korneaepithelzelllinie und können damit unterstützend auf die Wundheilung 

wirken. 

 

13. MMP2 scheint in der späten Phase die Wundheilung zu fördern. Die MMP2-

mRNA-Produktion von SZ95-, IOBA-NHC- und HCE-Zellen ist im Wesentlichen 

nach 24 h Stimulation mit RLN2 und RLF erhöht. 

 

14. Hingegen ist MMP9 vor allem an der frühen Phase der Wundheilung beteiligt. 

RLN2 und RLF haben vorrangig Einfluss auf die MMP9-Expression der 

Sebozytenzelllinie nach 6 h. 

 

15. Die Analyse zu Untersuchungen der MMP13-mRNA-Expression durch RLN2 und 

RLF Stimulation ergaben keinen signifikanten Einfluss. 

 

16. TIMP1 inhibiert MMP9, indem es MMP9 mit hoher Affinität bindet. RLN2 und RLF 

steigern die TIMP1-mRNA-Expression vor allem nach 24 h. So könnte TIMP1 eine 

überschießende Epithelisation verhindern. 

 

17. Durch eine hohe Affinität zu MMP2, inhibiert TIMP2 MMP2. Die MMP2- und 

TIMP2-Expression wird durch RLN2 und RLF besonders bei IOBA-NHC-Zellen 

zum selben Zeitpunkt (24 h) erhöht. Denkbar ist, dass der Um- und Abbau der 

extrazellulären Matrix auf diese Weise differentiell gesteuert werden kann. 

 

18. Mit dieser Arbeit gelang eine Erstbeschreibung der Expression der Hormone RLN2 

und RLF sowie der Rezeptoren LGR7 und LGR8 an der Augenoberfläche und den 

ableitenden Tränenwegen. 
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19. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass RLN2 und RLF möglicherweise im 

Rahmen der Wundheilung und bei Schädigung der Augenoberfläche infolge von 

Entzündungen eine Rolle spielen. 
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