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Referat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen das Vorkommen und die spezifischen Wirkungen
des Nervenwachstumsfaktors NGF, seiner Vorstufe pro-NGF und des Tumornekrosefaktors
alpha (TNF-a) an Zellen und Geweben der Augenoberflache naher untersucht werden. Als
Zellmodelle dienen immortalisierte Cornea- und Konjunktivaepithelzelllinien, als Gewebe
werden paraffineingebettete Limbusvollpraparate sowie exzidierte Pterygien als Paraffin-
schnitt und als Gefrierschnitt verwendet. Immunhistochemisch wird zunéachst der Nachweis
von pro-NGF und TNF-a gefuhrt, hierbei lasst sich in Pterygien eine subjektiv intensivere
Farbreaktion beider Faktoren im GefaRendothel detektieren. Fluoreszenzimmunhisto-
chemisch sind alle drei Faktoren in Pterygien nachweisbar, wobei sich fur pro-NGF eine
starke Zellmembranassoziation und fur TNF-a eine perinukledre Granulierung in Keratino-
zyten der Cornea nachweisen lasst. Um Erkenntnisse Uber das Proliferationsverhalten von
Cornea- und Konjunktivalepithelzellen zu erlangen, werden beide Zelllinien mittels Bromo-
desoxyuridin-Assay nach Stimulation mit steigenden Dosen an NGF, pro-NGF und TNF-a
untersucht. Hierbei kommt es zu einer signifikanten Proliferationsinhibition mit steigenden
Dosen von NGF und pro-NGF; im Gegensatz dazu steigert TNF-a in physiologischen
Konzentrationen signifikant die Proliferation. Da Pterygien ein starkes Wachstumsverhalten
aufweisen, werden an Cornea- und Konjunktivalepithelzellen Motilitatsassays mit NGF, pro-
NGF und TNF-a durchgefihrt. Hierbei wird deutlich, dass weder NGF/pro-NGF, noch TNF-a
einen signifikanten Einfluss auf die Zellmotilitat besitzen, ungeachtet der Stimulations-
konzentration mit der die Horn- und Bindehautzellen inkubiert werden. Die Ergebnisse lassen
die Hypothese zu, dass eine Applikation von pro-NGF oder NGF die Proliferation von Ptery-
gien inhibieren kann, ohne Einfluss auf die lokale Zellmotilitdt zu besitzen. Klinisch sind
heute bereits spezifische Antikorper gegen VEGF in Erprobung. Denkbar wére im weiteren
Verlauf der Einsatz von NGF/pro-NGF als topisches Arzneimittel um Patienten mit rezi-

divierenden Pterygien eine mogliche therapeutische Hilfe zu bieten.

Pfiitze, Michael Daniel: Morphologisch-funktionelle Untersuchungen von pro-Nerve-Growth-Factor, Nerve-
Growth-Factor und Tumornekrosefaktor-a an der Augenoberflache und beim Pterygium oculi. Halle, Univ., Med.
Fak., Diss., 79 Seiten, 2011
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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Auge des Menschen

Die von aul3en sichtbare Augenoberflache besteht aus dem
vorderen Teil der Hornhaut und der von der Bindehaut
(Konjunktiva) Uberdeckten Lederhaut. Die Bindehaut ist
ebenso wie die Hornhaut durchsichtig, fihrt aber Gefalle
und fungiert, den Bindehautsack bildend, als Schleimhaut-
schicht. Der Bindehautsack setzt sich aus Conjunctiva bulbi,
tarsi und fornicis sowie der Hornhautvorderflache zusam-
men. Die C. bulbi ist gegenuber der Sclera leicht verschieb-
lich und haftet am Hornhautrand (Limbus corneae) fest an.

Ihr Epithel geht am Limbus corneae in das Epithel der

Hornhaut Uber (auch als corneokonjunktivaler Limbus

bezeichnet; siehe Abb. 1). Die C. tarsi kleidet die Augenlider | app. 1 Comeoonjunktiviér ‘m_

. . . bus: der rote Pfeil zeigt den
aus und ist dort fest mit der Lidplatte (Tarsus) verbunden. Im | Ubergang zwischen Binde- und

Hornhaut an.

Fornix conjunctivae bildet die lockere C. fornicis eine Um-

schlagsfalte und geht in die C. bulbi Uber. Diese Umschlagsfalte bildet die sogenannte
.Bindehautreserve” (Lang et al., 2004) und macht die Beweglichkeit des Bulbus in diesem
Bereich mdoglich. Durch ihre Glatte und unter Verwendung des trilaminaren Tranenfilms als
Gleitmittel ist ein problemloses Ubereinandergleiten der Schleimhaute, wie es beispielsweise
beim Lidschluss nétig ist, gegeben. Mikroskopisch besteht die etwa 0,5mm dicke Bindehaut
aus einem mehrschichtigen unverhornten Plattenepithel, das im Fornixbereich in ein hoch-
prismatisches Epithel mit solitdren Becherzellen tbergeht (Junqueira et al., 2000). Unter dem
Epithel folgt das konjunktivale Stroma (Tela subconjunctiva), das aus lockerem Bindegewebe
besteht und sehr gut vaskularisiert ist (Randschlingennetzbildung am corneokonjunktivalen
Ubergang). Auch immunologische Funktionen werden wahrgenommen, erkennbar an den
vielen Mastzellen und Lymphfollikeln (,CALT“ = Konjunktiva-assoziiertes-lymphatisches Ge-
webe; Lang et al., 2004). Den Ubergang zwischen Horn- und Bindehaut bezeichnet man als
Limbus. Er bildet nicht nur eine rein anatomische Grenze, sondern stellt auch funktionell eine
naturliche Barriere fur das konjunktivale Epithel dar. Hier sind auch die sog. VOGT-Pali-
sadenzellen der Cornea lokalisiert, die als Limbusstammzellen die Basis fir die Regenera-
tion des Cornaepithels darstellen. Die nicht-vaskularisierte Cornea hingegen besteht von
aul3en betrachtet aus funf Schichten, ganz oberflachlich in dem mehrschichtig unverhornten
Plattenepithel liegen nur etwa 5um dicke, aber bis zu 50um grofl3e polygonale Superfizial-
zellen, deren Kerne sich leicht vorwdlben. Diese Zellen bilden gegentiber dem ihnen anhaf-

tenden Tranenfilm eine Diffusionsbarriere. Sie werden im Alterungsprozess kontinuierlich

1



1 Einleitung

abgestof3en und von Zellen der darunterliegenden Intermedidrschicht ersetzt. Dies nimmt im
Mittel einen Zeitraum von circa einer Woche in Anspruch, sodass corneale Traumata, wenn
sie lediglich das Epithel betreffen, schnell repariert werden kdénnen. Um ein besseres
Anhaften des Trénenfilms zu gewéhrleisten, sind die Korneaepithelzellen mit Microplicae
ausgestattet. Eine weitere Aufgabe der cornealen Keratinozyten ist die Regulation des Salz-
und Wassergehaltes des Stromas. Kommt es zu Fehlfunktionen, resultiert daraus eine
Tribung mit konsekutiver Visusminderung. Es folgt hiernach die Lamina limitans anterior
(Bowmann-Membran), darauf das etwa 90% der Gesamtdicke der Cornea ausmachende
Stroma (Substantia propria corneae). Es besteht aus etwa 200 tbereinanderliegenden circa
2pm dicken Lamellen, in denen 20-60nm dicke Kollagenfibrillen dicht gepackt und parallel
angeordnet sind; des Weiteren aus Proteoglykanen, Wasser und verzweigten Fibrozyten
(Kdhnel et al., 2002). Das dem Augeninneren zugewandte Ende des Stromas wird von der
Lamina limitans posterior (Deszemet-Membran) gebildet. Hierauf folgt das einschichtige
nicht-regenerationsfahige Hornhautendothel. Hier wird eine weitere Diffusionsbarriere,
diesmal gegen das sich in der Augenvorderkammer befindende Kammerwasser (Humor
aquosus), gebildet. Der osmotische Gradient ist in Richtung Vorderkammer gerichtet, ein
Zusammenbrechen dieses Gradienten, beispielsweise durch Verlust an vitalem Endothel,

birgt ebenso die Gefahr der Hornhauttriibung.

1.2 Entztindungen und Botenstoffe

Viele Augenoberflachenerkrankungen gehen mit Entzindungsreaktionen einher. Der Begriff
der Entzindung wurde bereits 1854 von R. Virchow gepragt und umfasst, eher auf dem
klinisch-makroskopischen Erscheinungsbild fuend, die Phanomene Rubor (Réte), Calor
(warme), Tumor (Schwellung), Dolor (Schmerz) und functio laesa (Funktionsausfall des
betreffenden Organs/Kdrperteiles) (Virchow, 1854). Mikroskopisch zeigen sich eine
Anhaufung von Entziindungszellen sowie eine Hyperamie des betreffenden Gebietes. Die
Form der Entziindung kann serds, mukds oder gemischt sero-mukds (haufig viral bedingt),
aber auch eitrig bis putride (meist bakteriell bedingt) respektive bakteriell superinfiziert sein.
Ebenso kommen granulomatdse Entziindungsformen und phlegmonds-ausbreitend oder
abszedierend-begrenzte Verldufe vor. Je nach individueller Abwehrlage oder iatrogener
Therapie kommt es zur Regeneration mit oder ohne bleibenden Defekt. Sowohl die
Entzindungsvorgange, als auch die Regenerationsbestrebungen unterliegen mafigeblich
den Einflissen verschiedener Botenstoffe wie Zytokinen und Chemokinen (s.u.). Zytokine
sind membrangebundene, meist jedoch frei sezernierte Polypeptide, die immer dann gebildet
und freigesetzt werden, wenn eine Immunantwort auf mikrobielle Pathogene oder sonstige
(meist fremde) Zellantigene erfolgen soll. Sie dienen der Immunantwort des naturlichen wie

auch des erworbenen Immunsystems und bewirken zunachst eine Entzindungsreaktion mit
2



1 Einleitung

oben genannten makroskopischen Veranderungen. Ferner fihren sie zur Aktivierung und
Differenzierung antigenprésentierender Zellen und Lymphozyten. Ihre Hauptfunktion ist somit
die Bereitstellung eines ,Netzwerkes von Signalen* (Hollander et al, 2005), um die Immun-
abwehr adaquat und spezifisch zu koordinieren. Bis heute ist eine Vielzahl der immuno-
logischen Funktionen, biologisch-biochemisch, physiologisch wie auch pathophysiologisch,
teils bis in die Genstruktur aufgeklart worden. Chemokine (chemotaktische Zytokine) sind
eine Untergruppe von Zytokinen. lhnen kommt eine zentrale Rolle in Bezug auf die
Zellmigration zu. Ein Beispiel fur auch am Auge vorkommende Zytokine ist die Tumor-
nekrosefaktor-alpha-Familie (siehe Kapitel 1.4), bestehend aus TNF-a, LTa und LTB. TNF-a
wird Uberwiegend von natirlichen Abwehrzellen wie Makrophagen und Lymphozyten
synthetisiert (Gordon und Galli, 1990; Hartung et al., 1992; Lieberman et al., 1989; Sawada
et al., 1989). Im menschlichen Korper I6st es Uber diverse Signalmolekiile (siehe Abschnitt
1.4) eine caspasenvermittelte Apoptosereaktion aus (Hollander et al., 2005). Es wirkt aber
auch zellproliferativ, weshalb im Rahmen dieser Dissertation seine Rolle und sein
Vorkommen im Pterygium geklart werden sollen. Weiterhin werden Wachstum und Einfluss

auf die Zellmotilitdt mit den Neurotrophinen verglichen.

1.3 Neurotrophine

1.3.1 NGF

NGF (Nerve Growth Factor) ist ein neurotropher Mediator, der Entwicklung, Differenzierung
und Aufrechterhaltung von sensorischen und sympathischen Neuronen aus dem Neural-
kamm reguliert (Anmerkung: Der Neuralkamm setzt sich aus y
einer Gruppe von Stammzellen zusammen, die wahrend der
Embryonalentwicklung stark wandern. Aus ihnen entstehen
zahlreiche Gewebe, darunter Knochen und Knorpel des Scha-
dels, die Pigmentzellen der Haut sowie Zellen des Nerven-
systems). NGF wurde erstmals 1948 von Elmer Bueker
beschrieben (Bueker, 1948), der MAausesarkomgewebe in
Huhnerembryonen implantierte. Dabei beobachtete er, dass die
GroRRe paravertebraler Ganglien um das 6-fache anstieg. Die
Bezeichnung NGF geht auf Levi-Montalcini zurtck (Levi-

Montalcini und Hamburger, 1951; Levi-Montalcini, 1952). Es [ ppp o: 3D_M0de, von B-NGF,
folgten die Isolation aus diversen tierischen Driisen (Angeletti, | gunen: pimeron i et oiau
1968; Bailey et al., 1975; Cohen, 1959; Hogue-Angeletti et al., dargestellf

1976; Chapman et al., 1981; Rubin und Bradshaw, 1981; Harper et al., 1982; Hofman und

Unsicker, 1982; Aloe et al., 1981; Darling und Fahnestock, 1988), die Herstellung
3




1 Einleitung

spezifischer NGF-Antikorper und 1983 die Klonierung des NGF Gens beim Menschen (Scott
et al., 1983; Ullrich et al., 1983). NGF setzt sich aus drei Untereinheiten zusammen (a, 8 und
y; Server und Shooter, 1977, siehe auch Abb. 2, hier als dreidimensionales Modell schema-
tisch gezeigt), hat einen Sedimentationskoeffizienten von 7S und ein Molekulargewicht von
~140000 (Varon et al., 1968). Die zumeist und auch am besten untersuchte Untereinheit ist
B-NGF. B-NGF ist ein nicht-kovalent gebundenes Dimer mit einem Molekulargewicht von
26000 (~12.5kDa), das auch nach Spaltung in zwei Monomere biologisch voll aktiv ist
(Frazier et al., 1973a; Stach und Shooter, 1974). Die a- und y-Einheiten gehéren zur Familie
der Kallikreine (Evans und Richards, 1985; Isackson und Brandshaw, 1984; Evans und
Richards, 1985; Thomas et al., 1981a; Ullrich et al., 1984) und sollen, da sie fur die
vorliegenden Untersuchungen keine Rolle spielen, hier nicht weiter ausgefuhrt werden. Lost
man in Ratten experimentell eine autoimmune Enzephalomyelitis aus, kommt es besonders
in der Astroglia zur vermehrten Bildung von NGF und seinen Rezeptoren (Oderfeld-Nowak B
et al., 2001). Neueren Erkenntnissen zufolge wirkt NGF allerdings eher als neuro-immuner
Modulator, denn als proentzindlicher Faktor; dies konnte im Respirationstrakt von an
Asthma bronchiale erkrankten Ratten belegt werden (Stampachiacchiere B et al., 2006).
Aufgrund dieser Eigenschaft scheint NGF auch humane Monozyten/Makrophagen zumindest

zeitweilig vor einer Infektion mit dem HI-Virus schitzen zu kdnnen (Garaci et al., 1999).

1.3.2 Pro-NGF

Die Translation des NGF-Proteins findet durch alternative Spaltung zweier grof3er
Transkripte statt. So entstehen 34kDa und 27kDa prepro-NGF-Produkte (Precursor). Prepro-
NGF wird im endoplasmatischen Retikulum zu pro-NGF-Formen
von 32kDa und 25kDa reduziert (Darling et al., 1983; Edwards
et al., 1988b; Selby et al., 1987; Ullrich et al.,, 1983) und
glycosiliert. Posttranslational wird pro-NGF sowohl am Amino-,
als auch am Carboxyl-Ende verstoffwechselt und so zum reifen,
biologisch aktiven NGF (siehe Abb. 3) mit 13.2kDa (Darling et
al., 1983). Oxidativer Stress sorgt flr eine Kumulation von pro-
NGF (Ali et al., 2010). Pro-NGF findet man in Schilddrise,

Nebenschilddriise, Hinterhornganglien, Rickenmark, Kolon,

Haarfollikeln und der Retina der Ratten (Dicou et al. 1986; [ Ay 3. gHelix- und p-Falt-

Chakrabarti et al. 1990; Reinshagen et al., 2000; Yardley et al., | Sarwirastuidurvon pro-HoF,

. .. Dimere (blau und griin darge-
2000; Yiangou et al., 2002) sowie in Stromazellen der Prostata | sl S(owie imrgm,ekmgre

Disulfidbriicken (gelb).

des Menschen (Delsite und Djakiew 1999). AufRerdem wurden
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bei Patienten mit subklinischer diabetischer Neuropathie, mit Morbus Crohn und auch mit
Morbus Alzheimer pro-NGF und Precursor im Nervengewebe nachgewiesen (Fahnestock et
al., 2001). Friher nahm man an, pro-NGF sei nur eine inaktive Vorstufe. Heutzutage mut-
maldt man, dass gerade im Gehirn pro-NGF die biologisch aktive Leitsubstanz ist. Es erfolgt
eine Bindung mit hoher Affinitat zum p75-Rezeptor (siehe auch 1.3.3) und Uber diesen der
apoptotisch vermittelte Zelluntergang (Lee et al., 2001). Das physiologisch synthetisierte pro-
NGF bindet den TrkA-Rezeptor und l6st die Phosphorylierung in nahezu derselben Aktivitat
wie das reife NGF aus (Fahnestock et al., 2004). Nach experimentellen L&sionen von corti-
cospinalen Neuronen bei Ratten wird allerdings die Expression von p75 deutlich gesteigert
(Giehl et al., 2001). So kommt es bspw. beim Morbus Alzheimer zu einem Ungleichgewicht
zwischen p75 und TrkA und pro-NGF ist quantitativ vermehrt nachweisbar (Sobottka et al.,
2008), einhergehend mit einer erhdhten Apoptoserate (Podlesniy et al., 2006). Auch nach
traumatischen Hirnverletzungen kommt es zu einer vermehrten pro-NGF-Synthese und
Sekretion; verhindert man pharmakologisch mittels Antikorpergabe die Bindung zwischen

pro-NGF und dem p75-Rezeptor, sinkt die Apoptoserate deutlich (Harrington et al., 2004).

1.3.3 Die Neurotrophin-Rezeptoren

Die Wirkungsentfaltung von NGF findet tUber die Bindung an Zelloberflachenrezeptoren statt,
von denen zwei Arten bekannt sind. Der Rezeptor p75 (~75 kDa) besitzt eine niedrige
Affinitat und bindet auf3er NGF auch alle anderen Neurotrophine. Er gehdrt zur Familie der
Zytokin-Rezeptoren (Mallett und Barclay, 1991) und besteht aus einer extrazelluléren,
transmembranen und intrazellularen Domane, kann aber auch in l6slicher Form vorkommen
(DiStefano und Johnson, 1988). Seine intrazellulare Doméne, die als ,death domain®
bezeichnet wird, wirkt als apoptotischer Faktor (Casaccia-Bonnefil et al., 1996; Frade et al.,
1996; Majdan et al., 1997). NGF-Applikation fiihrt zur Uberexpression der p75-mRNA in vitro
und steigert die Anzahl beider Rezeptorenarten (p75 und TrkA) in PC12-Zellen (Bernd und
Greene, 1984). In vivo steigert NGF die Menge an p75-mRNA in cholinergen Neuronen des
ZNS (Higgins et al., 1989) sowie in sensorischen und sympathischen Zellen (Miller et al.,
1991). Die zweite Rezeptorklasse gehdrt zur Familie der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren und
zeigt eine hohere Spezifitat fir seine Liganden (transmembrandse Tyrosinkinase ~140 kDa)
(Barbacid, 1993; Green et al., 1986; Meakin und Shooter, 1992). TrkA bindet selektiv NGF
und scheint flir das Erreichen der vollen biologischen Wirkung notwendig zu sein
(Hempstead et al., 1991; Kaplan, 1991b; Klein et al., 1991a; Loeb et al., 1991). Es kommt
zur Rezeptor-vermittelten Endozytose und Uber die Phosphorylierung anderer Proteine im
Zellkern wird dort die Gentranskription verschiedener Proteine und Enzyme induziert (Ehlers

et al., 1995; Grimes et al., 1996; Hendry et al., 1974a; Korsching und Thoenen, 1983;
5
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Stockel et al., 1975). So wird beispielsweise auch Schmerz durch NGF-Applikation an
peripheren Nozizeptoren uber den TrkA-Rezeptor ausgelost. Der fir NGF spezifische
Rezeptor TrkA ist nicht nur bei Nervenzellen, sondern auch bei einer Vielzahl nicht-
neuronaler Zellen zu finden. Hieraus erklart sich die Wirkung von NGF auch auf Zellen des
Immunsystems und des endokrinen Systems. Pro-NGF vermittelt seine Wirkung zumeist
Uber den p75-Rezeptor, neueren Erkenntnissen zufolge wird hierbei Sortilin als Co-Rezeptor
gebraucht. Sortilin wird in Hirn, Rickenmark, Hoden und Muskeln gefunden. Seine
vollstandige molekulare und genetische Aufschlisselung erfolgte durch Petersen et al.
(1997). Im eigentlichen Sinne ist es ein Rezeptor fur Neurotensin und wird wahrend der
Embryogenese in den gleichen Regionen exprimiert wie NGF und pro-NGF. Wahrend NGF
seine Effekte Uber TrkA und p75 vermittelt (siehe oben), leitet pro-NGF die Apoptose
lediglich Uber p75 ein. Manche Zellen benétigen einen Sortilin-pro-NGF-Komplex (gleich-
zeitige Bindung von pro-NGF an Sortilin und p75), um in die Apoptose zu gehen (Nykjaer et
al., 2004). Pro-NGF ist also in Verbindung mit p75 und Sortilin neurotoxisch. Im Alter reichert
sich Sortilin in den Neuronen an, dadurch werden diese fur Schadigungen jedweder Art
empfindlicher. Al-Shawi et al. (2007) konnten zeigen, dass man nicht zwingend die Neuro-
trophine selbst blockieren muss, sondern nur Sortilin (Al-Shawi et al., 2007). Diese Blockade

kann selektiv durch Neurotensin erfolgen (Al-Shawi et al., 2008).

1.4 Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)

Der Tumornekrosefaktor (TNF, friher Kachektin) ist ein multifunktionales Zytokin, das
Entzindungsvorgange lokal wie systemisch mediiert. Unter TNF subsummiert man die
Substanzen TNF-a, LTa und LTB. Im Folgenden soll jedoch nur
auf TNF-a eingegangen werden. TNF-a wird Uberwiegend von
Makrophagen, aber auch von T-Lymphozyten, Mikroglia, Astro-
zyten, Herzmuskelzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und
Mastzellen synthetisiert (Gordon und Galli, 1990; Hartung et
al., 1992; Lieberman et al., 1989; Sawada et al., 1989). TNF-a
ist 51kDa schwer und liegt als Iosliches Trimer (siehe Abb. 4)
vor. Grof3e Mengen werden als Antwort auf Lipopolysaccha-

ride, andere bakterielle Produkte und Interleukin-1( freigesetzt.

Die Bildung wird uber Toll-like Rezeptoren (TLR) und den | abb. 4: a-Helix- und B-Faltblatt-
. . . . . Ultrastruktur von TNF-a (dar-
MAP-Kinase-Weg sowie die Signalmolekile TRADD, TRAF2, | gestellt in blau), eine Visua-
. o lisierung der Trimerie ist hier
NIK und NF-kB angeregt (Hollander et al., 2005). Dabei h&ngt | nicht méglich. Intramolekulare
. . Disulfidbriicken sind rot dar-
die Auswahl des TLR entscheidend von dem korperfremden | gestellt.
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Agens ab (TLR2 bei Mykobakterien, Pilzen, Leptospiren, Trypanosomen, TLR3 bei Viren,
TLR4 bei gram-negativen Bakterien und Chlamydien, TLR5 und TLR9 bei diversen
Bakterien, TLR9 aufRerdem noch bei Protozoen). Von den beiden TNF-Rezeptoren (TNF-
R1/TNF-R2) wird grof3tenteils der TNF-R1 benutzt. Dieser Rezeptor kann auch ohne die
oben genannten Signalmolekile einen intrazellularen apoptoseinduzierenden Komplex
bilden, der lber die Aktivierung spezifischer Caspasen die Apoptose ausldst. Seine
wichtigste Funktion ist es, die Aktivitat verschiedener Immunzellen zu regeln, beispielsweise
apoptotische Prozesse zu initiieren, aber auch die Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
Ausschuattung weiterer Zytokine anzuregen. TNF I0st Fieber aus und ist an der Entstehung
einer Kachexie bei chronischen Erkrankungen wie z.B. Tuberkulose oder Neoplasien
beteiligt. Ferner hat es Effekte auf den Fettstoffwechsel (durch Insulinresistenzinduktion), die
Koagulation, die Insulinresistenz und die Endothelfunktion (Hehlgans et al., 2005). Aul3er-
dem stimuliert der oben genannte TNF-a-Rezeptorkomplex im Hypothalamus die Ausschiit-
tung von CRH und unterdriickt den Appetit. In der Leber initiiert er die Bildung von Akute-
Phase-Proteinen, beispielsweise des CrP. In Makrophagen regt er die Phagozytose an und
auf neutrophile Granulozyten wirkt er migrationsfordernd. Lokal erhéhte Konzentrationen von
TNF verursachen die unter Punkt 1.2 beschriebenen Entzindungsstigmata. Systemische
Applikation kann schockahnliche Zustande generieren. TNF selbst pharmakologisch zu
nutzen wird durch seine kurze Halbwertszeit derzeitig noch begrenzt. Es gibt allerdings seit
geraumer Zeit spezifische TNF-a-Blocker (zumeist spezifische Antikdrper) wie Etanercept,
Infliximab, Adalimumab oder Certolizumab, die unterschiedlichen Stellenwert in der Therapie
von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, chronisch-entziindlichen Darmerkran-
kungen und der Psoriasis haben. In Bezug auf die NGF-Synthese scheint TNF-a dosis-
abhangig zu wirken. Bei transgenen Mausen, die eine TNF-a-Uberexpression besitzen,
kommt es zu einer Steigerung der NGF-Synthese besonders im Hippocampus (Aloe et al.,
1999). Generell wird die Bildung von Neurotrophinen (untersucht an Haarfollikeln und
menschlicher Haut) durch TNF-a (etwas weniger durch IL-1B und IFN-y) hochreguliert
(Blasing et al.,, 2005), sodass im Rahmen der vorliegenden Dissertation nicht zuletzt
deswegen der Vergleich von Lokalisation und Funktion zwischen den Neurotrophinen

einerseits und dem Tumornekrosefaktor andererseits weiter untersucht wird.
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1.5 Pterygium

1.5.1 Allgemeines

Carl Ferdinand von Gréafe und Dietrich W.
Busch beschreiben im Jahr 1830 ein sogenan-
ntes Augen,- Flugel- oder Nagelfell. Fligel-
und Nagelfell deshalb, weil es rein makros-
kopisch an eine Feder, je nach Wuchsform
auch an nageldhnliches Gewebe erinnern kann

(griech. TrTepUyiov, lat. unguis oculi =

»JAugennagel”). Es kommt zu einer Verlage- | Abb. 5: Beispiel eines typischen Pterygiums, das

. . klassischerweise nasal lokalisiert ist und Dbereits

rung, respektlve einem Vorwachsen von beginnt, die optische Achse zu verlegen. Deutlich
. . . . sichtbar ist auch die Hypervaskularisation.

konjunktivalem Gewebe uber die durch den

corneokonjunktivalen Limbus anatomisch definierte Grenze auf die Hornhautebene. Ur-
sprung ist zumeist der nasale Augenwinkel (siehe Abb. 5). Diese Ortspradisposition erklart
sich dadurch, dass hier die Vaskularisation des normalen Bindegewebes am besten ist.
Theoretisch kann es aber von jedem Teil des Limbus ausgehen; ein- wie beidseitiger Befall
der Augen ist mdglich (von Gréafe et al., 1830). Die Form ist gewdhnlich dreieckig, seine
Spitze kann aber auch abgerundet, geradlinig bis bizarr gezackt imponieren. Das Kolorit
reicht von lachsfarben Uber gelblich-rot bis grau oder weil3 (Fuchsluger, 2007), die
Gewebestarke kann zart-lamelliert bis narbig-derb sein. Haufig ist schon von Weitem eine
auffallend starke Vaskularisation zu erkennen. Man unterteilt das pterygiale Gewebe klinisch
in einen Kopf (Caput pterygii), einen Korper (Corpus pterygii) und einen Schwanz (Cauda
pterygii). Der Kopfanteil sowie teilweise der Korper sind fest mit der Horn- beziehungsweise
Bindehaut verwachsen, wohingegen der Schwanz der Augenoberflache lediglich locker
aufliegt, sodass man fir gewoéhnlich eine feine Sonde ein Stiick weit darunter vorschieben
kann. Die Wachstumsgeschwindigkeiten einzelner Pterygien unterscheiden sich mitunter
gravierend. Einige wachsen sehr langsam aber kontinuierlich, andere wachsen anfangs
rapide, um dann plétzlich ohne GroéRenprogredienz zu verharren. Die Arbeitsgruppe um van
der Zypen (1975) charakterisiert das Pterygium Mitte der Siebziger Jahre elektronenmikros-
kopisch als ein Gewebe, das von einem mehrschichtigen, hochdifferenzierten Zylinderepithel
bedeckt ist. Die Superfizialzellen dieses Epithels tragen einen Mikrovillibesatz, der allerdings
in Anordnung und Hohe gewisse Unterschiede zum normalen Bindehautepithel aufweist.
Auch zu Sekretion (merokrin, holokrin und mikroapokrin) und Resorption ist das Pterygium
fahig. Die basalen Epithelzellen sind besonders reich an metaplastischen Filamenten und
tubulése Driusenschlauche durchziehen das Epithel bis in das Stroma pterygii hinein-
reichend. Ihre Wande werden einschichtig von zylindrischen Zellen gebildet, zwischen denen
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Becherzellen eingelagert sind (van der Zypen et al., 1975). Im Stroma hingegen findet man
reichlich Plasmazellen. Die Vaskularisation ist durch grof3tenteils gefensterte Kapillar-
sinusoide gekennzeichnet, die oft degenerative Ziige zeigen und deren Basalmembran das
funfzig- bis hundertfache an Dicke, verglichen mit normalen Gefaf3en, erreichen kdnnen.
Auch myelinisierte und unmyelinisierte Nerven findet man (van der Zypen et al., 1975).
Mittelfristig kommt es nach langerem Bestehen eines Pterygiums immer zu einem weiteren
Progress dieser Neovaskularisation und zur Entziindung (Bradley et al., 2009), die das
charakteristische klinische Erscheinungsbild des ,roten Auges* kennzeichnen. Das Vor-
wachsen des Pterygiums selbst ist zwar schmerzlos, allerdings fiir den Patienten durch ein
unter Umstanden immerwahrend bestehendes Fremdkorpergefuhl belastend. Dieser Reiz
fuhrt zum Augenreiben und stellt einerseits an sich, anderseits durch zusatzliches Einbringen
von Keimen, einen Entziindungsreiz dar. Ferner kann ein Pterygium durch Zug an der
Hornhaut konsekutiv zu einer Stabsichtigkeit (Astigmatismus) fihren, wobei der Patient
einen fokussierten Punkt mit dem betreffenden Auge als Stab oder Strich wahrnimmt; auch
Doppelbilder (Diplopie) sind mdglich. Schlimmstenfalls fuhrt ein weiteres ungebremstes
Wachstum des Flugelfells zu einer Verlegung der optischen Achse und damit zu einer

Erblindung des Auges.

1.5.2 Gradeinteilung (Primar und Rezidive)

Historisch wurde das Flugelfell nach seinem klinischen Erscheinungsbild rein anatomisch-
deskriptiv in ein zart-beginnendes (Pterygium tenue), ein derb-fleischiges (P. crassum/P.
sarcomatosum), ein zellreiches (P. cellulosum) und ein, bei ausgedehntem Fortschreiten,
malignes, bei geringer Alteration stark blutendes, mitunter vereitertes (P. malignum
caucrosum) Pterygium eingeteilt (von Grafe et al., 1830). Auch heute noch, gut 180 Jahre
spater, werden Pterygien klinisch nach Tan et al. (2002) in drei Grade eingeteilt: Grad |
beschreibt ein eher atrophes Gewebe mit durchscheinenden episkleralen Blutgefalien, Grad
lll ein fleischiges Gewebe, das die episkleralen Gefalie, durch seine Dicke bedingt, vollig
verdeckt. Alle anderen Pterygien, die sich zwischen diesen beiden Endpunkten befinden,
werden als Grad Il (Intermediarstufe) bezeichnet. Anzumerken ist, dass ein Pterygium erst
als solches Klassifiziert werden darf, wenn es den corneokonjunktivalen Limbus an
mindestens einer Stelle um mindestens 3mm Uberschreitet (Karalezli et al., 2008).
Rezidivpterygien nach stattgehabter Exzision werden nach Leippi (2009) ebenfalls in drei
Grade (von ihm Rezidivstadien genannt) eingeteilt. Grad | stellt die Bindehauthyperamie dar,
bei Grad Il zeigt sich fibroblastisches Bindehautgewebe. Als Grad Il wird ein frihes
Rezidivpterygium (mit vollstandiger Ausbildung aller Subgewebe) mit Hornhautbeteiligung

bezeichnet, einschliellich einer Hornhautstippung (Leippi et al., 2009).
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1.5.3 Epidemiologie

Zur Haufigkeitsverteilung ist vorweg anzumerken, dass zumeist gute Daten und Studien vor
allem in den Landern existieren, in denen die Pravalenz aufgrund ausgepragterer Risiko-
faktoren sehr hoch ist (siehe auch Punkt 1.7.5). Generell treten die meisten Pterygien im
mittleren Alter (etwa 40 Jahre) auf. Dies bestétigt eine aktuelle Studie aus Kamerun, die
zeigt, dass 92% aller Pterygien bei Uber 30-Jahrigen auftreten (Moukoury Nyolo, 2009). Bei
40-jahrigen Japanern kommen Pterygien zu 30.8% in mindestens einem, in 13.1% sogar in
beiden Augen vor (Shiroma et al, 2009). Meist sind es Manner, die an einem Pterygium
leiden. In der ethnischen Subgruppe der Latinos fand West (2009), dass insgesamt 16% aller
Latinos mindestens an einem Pterygium leiden. Davon waren 23.7% mannliche und 11.5%
weibliche Patienten (West et al., 2009). In stdlicheren bis aquatornahen Landern kommen
Pterygien so haufig vor, dass beispielsweise in Nigeria rund 11% aller Falle vom Leit-
symptom ,rotes Auge” in einer Augenabteilung auf einem entziindeten Pterygium basieren.
Hingegen bilden in unseren Breiten Konjunktivitiden den mit Abstand gré3ten Anteil aller

Falle von roten Augen (Lawan, 2009).

1.5.4 Diagnose und Differentialdiagnosen

Der Befund ,Pterygium“ ist an sich, zumindest bei
fortgeschrittenem Wachstum, relativ eindeutig, wohin-
gegen bei kleinen Pterygien Fehldiagnosen vorkom-
men kénnen. Differentialdiagnostisch kommen Nar-
ben und Dermoide, aber auch maligne Tumoren der

Augenoberflache, dem Orbitainneren oder der an-

grenzenden Nasolabialhaut infrage. Die haufigste | apb. 6: Dargestellt ist ein Beispiel fur eine

. .. . . . . typische Pinguecula. Auch sie kann nasal
Bindehautveranderung ist die Pinguecula (Lid- | |okalisiert sein. Beachte die hier ebenfalls

maogliche Hypervaskularisation.

spaltenfleck, Abb. 6), eine meist harmlose Verdickung

der Konjunktiva, die auf einer hyalinen Degeneration des subepithelialen Kollagengewebes
beruht. Risikofaktoren fur das Auftreten einer Pinguecula sind &hnlich denen des Pterygiums
(siehe unten). Pingueculae miissen therapeutisch lediglich angegangen werden, wenn sie

als kosmetisch stérend empfunden werden.
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1.5.5 Risikofaktoren

Das Erkennen von Risikofaktoren (siehe Tab. 1) fUr die Entstehung eines Pterygiums ist
schon seit Jahrzehnten Gegenstand der Forschung, weil man sich erhofft, durch mdglichst
einfache MalRnahmen die Entstehung oder wenigstens die Progredienz bereits vorhandener
Pterygien in situ zu verhindern. Schon im 19. Jahrhundert waren es bestimmte Berufs-
gruppen, die bevorzugt erkrankten, wie Schmiede, Schlosser, Kdche, Fuhrleute und Stein-
metze (von Gréafe et al., 1830), da sie viel mit Feuer und Stauben zu tun hatten. Generell
sind Manner eher gefahrdet als Frauen (nach Fuchsluger 2007; Shiroma et al., 2009),
besonders ab etwa 30 Jahren (Moukoury Nyolo, 2009; Shiroma et al., 2009, von Gréfe et al.,
1830). Als am besten untersuchter Auslosefaktor gilt die tangentiale UV-Strahlung (Bradley
et al., 2009; Fuchsluger, 2007), aber auch indirekte oder an spiegelnden Medien reflektierte
Strahlung wie sie an Gewassern oder bei der Arbeit mit Salzkristallen auftritt (Mathur et al.,
2005; Taylor et al., 2004). In unseren Breiten sind besonders Surfer und Segler betroffen.
Die meisten Menschen, die unter diesen Risikofaktoren (Sonneneinstrahlung und Staub-
belastung) leiden, besitzen meist einen niedrigen soziobkonomischen Status (West et al.,
2009) mit niedrigem Ausbildungsgrad und niedrigem Pro-Kopf-Einkommen. Besteht zudem
noch ein verminderter intraokularer Druck oder eine Hyperopie, so wird sich ein Pterygium
zuerst an dem Auge manifestieren, an dem diese Pradispositionen starker ausgepragt sind
(Shiroma et al., 2009; Demirok et al., 2008). Auch im Rahmen einer Graft-versus-Host-
Erkrankung (GvHD) nach Stammzelltransplantation bei Leuk&miepatienten treten signifikant
mehr Pterygien auf (Karrer, 2004). Als weitere weit verbreitete Noxen wurden der Konsum
von Alkohol (Xu et al., 2009) sowie von Tabak (West et al., 2009) untersucht, wobei
Alkoholkonsum keinen Risikofaktor darzustellen scheint, Rauchen vermeintlich paradox
sogar protektiv ist. Gegenstand experimenteller Forschungen sind eher Risikofaktoren auf
zellularer, humoraler und DNA-Ebene. So scheint die Genese des Pterygiums auf3er dem
oben Gesagten auch von anti-apoptotischen wie immunologischen Mechanismen, Zytokinen,
Wachstumsfaktoren, Modulatoren der Extrazellularmatrix, genetischen Faktoren und viralen

Infektionen erheblich mitgetriggert zu werden (Bradley et al., 2009).

Risikofaktoren
tangentiale UV-Einstrahlung verminderter intraokef&Druck
rezidivierende Staubbelastung Hyperopie (uni- doil@kular)
mannliches Geschlechf 2] Graft-versus-Host-Desease
Alter > 30 Jahre niedriges Pro-Kopf-Einkommen
Humane Papilloma Virusinfektion niedriger Ausbildisgrad

Tabelle 1: Ubersicht der Risikofaktoren zur Genese des Pterygiums 11
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1.5.6 Pathogenese

Zahlreiche Versuche sind unternommen worden, um die Pathogenese des Pterygiums
besser zu verstehen, besonders im Hinblick darauf, herauszufinden, durch welche Faktoren
das Flugelfell am Wachstum gehindert, vielleicht sogar in seiner Entstehung verhindert
werden kann. Einig ist man sich bisher, dass der corneokonjunktivale Limbus, mdglicher-
weise entartete Limbusstammzellen selbst, die Ausgangsstelle fur Zellwachstum und
Differenzierung, einhergehend mit einem sogenannten Remodelling des kollagenen Binde-
gewebes, Neoangiogenese sowie rezidivierenden Entziindungen eines Pterygium ist
(Gebhardt et al., 2005; Craitoiu, 2008). Viele Autoren schreiben Matrixmetalloproteasen
(MMP’s) eine bedeutende Rolle zu (Zeng et al., 2004; Schellini et al., 2006; John-
Aryankalayil et al., 2006; Di Girolamo et al., 2005). Diese Peptidbindungen spaltenden
Enzyme (auch Metallopeptidasen genannt) spalten Eiweil3e unter Verbrauch eines Molekuls
Wasser (das von einem der zwei Metallkationen, meistens Zink, in Position gehalten wird)
und sorgen durch diese lytischen Prozesse nicht nur fur das oben genannte Remodelling,
sondern werden auch ursachlich fir die Destruktion der Bowmann-Membran gemacht
(Craitoiu, 2008). Deren Intaktheit scheint jedoch fur einen entscheidenden Schutz vor der
Genese eines Pterygiums malf3geblich zu sein (Lang et al., 2004). Die MMP’s 1, 2 und 9
werden besonders haufig in Pterygien detektiert und durch Zerstérung des interstitiellen
kollagenen Bindegewebes flr den eigentlichen Progress eines Pterygiums verantwortlich
gemacht (Zeng et al., 2004; Di Girolamo et al., 2005). Allerdings ist es auch mdglich, dass
MMP's zu Beginn der Erkrankung (siehe Gradeinteilung unter 1.5.2) verglichen mit dem
normalen Cornea-, Konjunktiva- und Limbusgewebe in dquivalenter Relation vorzukommen
scheinen und erst durch Triggerfaktoren wie UV-Licht durch Aktivierung bestimmter Zytokine
wie IL-6, IL-8, Lipocalin-2 oder Wachstumsfaktoren (beispielsweise EGF und VEGF) in fort-
geschritteneren Graden induziert werden (Gebhardt et al., 2005; Yang et al., 2009; John-
Aryankalayil et al., 2006; Mauro et al., 2009; Leippi et al., 2009).

Der Wachstumsfaktor NGF als Vertreter der Neurotrophine und seine Rezeptoren TrkA und
p75 wurden immunhistochemisch in Endothelzellen aus Pterygien, Konjunktiva und im
corneokonjunktivalem Limbus nachgewiesen (Ribatti, et al., 2009), nicht aber in der Cornea
(Di Girolamo et al., 2008). Von weiteren Neurotrophinen (BDNF, CNTF, NT-3, NT-4/5)
werden CTNF und NT-4/5 im Pterygium vermehrt detektiert, wobei CNTF im Pterygium durch
TNF-a stimuliert werden kann, in normalen Fibroblasten jedoch nicht (Hong et al., 2008). Die
UV-Strahlung bewirkt als Priméareffekt eine aktinische Elastose des Stromas und fuhrt somit
zum Zusammenbrechen der Bindegewebsmatrix (Ribatti et al., 2009). Ein weiterer zellularer
Signaltransduktionsweg scheint tUber die Proteinkinase C zu verlaufen. Vergleicht man die

genetischen Grundstrukturen eines Pterygiums mit den naturlich vorkommenden Geweben
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der Augenoberflache, so fallt eine Hochregulation von extrazellularmatrix-orientierten fur die
Faserbildung zustandigen Genen sowie von proinflammatorischen Genen wie auch
Onkogenen auf (John-Aryankalayil et al., 2006). Onkogene kdnnen auch von Viren aktiviert
werden, so ist beispielsweise bekannt, dass die humanen Papillomaviren (HPV) HPV-16 und
HPV-18 p53 in Kopf-/Halstumoren tber das HPV E6 Oncoprotein inaktivieren und damit
natirlich vorkommende Apoptoseprozesse unterbinden. Die Arbeitsguppe um Tsai (2009)
konnte zeigen, dass HPV-16 und HPV-18 in 24% der untersuchten Pterygien vorkamen,
nicht jedoch in normaler Konjunktiva (Khalfaoui et al., 2009). Das Oncoprotein E6 war sogar
in 48.3% aller mit HPV infizierten Pterygien nachweisbar, es konnte eine negative Korrelation
postuliert werden: je mehr E6 nachgewiesen wurde, desto geringer wurde p53 exprimiert und
es konnten konsekutiv weniger apoptotische Kaskaden eingeleitet werden. Auf die
Mutationsrate von p53 selbst scheint E6 allerdings keinen Einfluss zu haben (Tsai et al.,
2009). Pterygien werden oft als semimalignes Gewebe bezeichnet, da sie keine Metasta-
sierungspotenz aufweisen, dennoch lokal invasiv-destruierend wachsen kénnen, was ihnen
einen tumorahnlichen Aspekt verschafft. Bei malignen Tumoren ist Ephrin2 flr die verstarkte
Angiogenese mitverantwortlich, vermittelt Gber den EphB4-Rezeptor, der in normaler
Konjunktiva lediglich in den Basalzellen vorkommt, in Pterygien aber deutlich tGberexprimiert
wird (Xue et al., 2009). Vimentin ist ein beliebter Marker in der histopathologischen
Untersuchung auf Weichteiltumoren, man fand allerdings heraus, dass die Vimentin-
exprimierenden Zellen in intakter Konjunktiva wie auch im Pterygium gleich verteilt sind
(Chen et al.,, 2009), was wiederum die These der Degeneration durch oben genannte

Risikofaktoren stutzt und das pterygiale Gewebe von einer echten Neoplasie unterscheidet.

1.5.7 Therapie

Die derzeitig einzige kausale Therapie besteht in der Operation, wobei versucht wird, das
veranderte Gewebe mdglichst in toto zu exstirpieren, da das Pterygium besonders bei
jungen maénnlichen Patienten sehr rezidivfreudig ist und Ubrig gebliebenes Gewebe zur
erneuten Proliferation neigt (Meller, 2009). Auch steigt die Komplikationsrate bei Zweitein-
griffen deutlich an. Generell stehen mehrere chirurgische Techniken mit oder ohne Zytosta-
tikazusatzen zur Verfigung. Die nach der Exzision entstandene Defektstelle kann mit einer
Skleralappenplastik, einem konjunktivalen Lappen oder einem konjunktivalen Autograft
gedeckt werden (Alpay et al., 2009). Zusatzlich kbnnen Zellgifte wie Mitomycin oder Cyclo-
sporin intra- und/oder postoperativ eingebracht werden, wobei darauf geachtet werden muss,
dass das jeweilige Medikament nicht in gesunde Corneaareale gelangen sollte (Avisar et al.,
2009). Man erhofft sich durch oben genannte topisch applizierte Substanzen eine Reduktion

postoperativer Schmerzen sowie eine Erniedrigung von Komplikations- und Rezidivraten
13
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(Aydin et al., 2008), allerdings gibt es auch Studien, die die ehemals postulierte gute
Wirksamkeit in Zweifel ziehen (Pérez-Rico et al., 2009). Auch das Einbringen meist supero-
temporal gewonnener Limbusstammzellen mit einem konjunktivalen Autograft senkt die
Rezidivrate (Soliman Mahdy et al., 2009), wohingegen sich die lange Zeit favorisierten
Amnionmembranen nicht zu bewahren scheinen (Ozkurt et al, 2009). Ob die benitzten
Deckungsmaterialien lieber geklebt werden sollten (Karalezli et al., 2008) oder ob weder
Kleben noch Nahen einen Vorteil mit sich bringt (Hall et al, 2009), ist noch umstritten. Neue
Anséatze arbeiten mit Antikdrpern gegen den vascular-endothelial-growth-factor (VEGF), um
eine Reduktion der Neovaskularisation zu erreichen; Leitsubstanz ist hier das Bevacizumab
(Mauro et al., 2009), das auch schon in Augentropfen zur Verfugung steht (Leippi et al.,
2009). Um Rezidive noch friher erkennen zu kénnen, kann man auch die fluoreszierende
Substanz Concanavalin A (ConA) Lectin auf die Exzisionsoberflache aufbringen (Diaz-
Gonzalez et al., 2007).
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2 Zielstellung

In der vorliegenden Arbeit sollen mittels verschiedener zellbiologischer Verfahren das
Vorkommen und die Funktionen von NGF und dessen Vorlaufer (pro-NGF) sowie von TNF-a

an Zellen und Geweben der Augenoberflache und beim Pterygium untersucht werden.

Dabei sollen folgende Fragen beantwortet werden:

a) Konnen NGF, pro-NGF und TNF-a in Cornea, Konjunktiva, corneokonjunktivalem
Limbus und im Pterygium nachgewiesen und lokalisiert werden? In welcher Struktur

findet man besonders viel/wenig dieser Faktoren?

b) Welchen Einfluss besitzen NGF, pro-NGF und TNF-a in Bezug auf die Zell-

proliferation?

C) Kommen NGF, pro-NGF und TNF- a auch in Cornea- und Konjunktivalepithelzelllinien

vor, die somit als Forschungsmodell dienen kénnten?
d) Wie beeinflussen NGF, pro-NGF und TNF-a die Migration von Epithelzelllinien?

Kdénnen hieraus weiter Hypothesen Uber die Pathogenese des Pterygiums abgeleitet

werden?
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3.1 Eingesetzte Materialien/Chemikalien/Sterilisation

3.1.1 Chemikalien
AEC Substratlésung

Agarose

APS (Ammoniumpersulfat)
Aguatex

Avidin/Biotin Blocking Kit
Biotinylierte Zweitantikorper
BrdU-Assay (Kit)

Bromphenol Blau

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
Biozym, Oldendorf, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
Roche GmbH, Mannheim, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

BSA (bovines Serumalbumin) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D.

Cy3 Jackson Immunoresearch, Lab, Inc., US.
DAPI AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
DMEM/HAM's F12 Biochrom, Berlin, Deutschland

EDTA Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

Eosin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol (99,8%)

Fetales Kélberserum (FKS)
FITC polyclonal goat antibody
FITC polyclonal swine antibody
Glcerol

Hamalaun

HCL

Hyaluronidase (5mg/ml)
Invitrogen Matrixgel (pcDNA3.1)
Kaninchenserum

50mM MgCl,

Moviol

NacCl 0,9%

Na,COs

NaOH

NGF (Antikorper)

NGF (Wachstumsfaktor)
Normalserum

Paraformaldehyd

PBS

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Cohesion Technologies, Palo Alto, US.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Hoechst sanofi-aventis, Frankfurt, Deutschland

Fresenius Kabi Deutschland GmbH
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
Chemicon Inc., Nurnberg, Deutschland
Strathmann Biotech AG, Hamburg, D.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
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Ponceau S

pro-NGF (Antikorper)
pro-NGF (Wachstumsfaktor)
Propanol

Schafserum
Schweineserum

Strept ABComplex/HRP
TBS

TNF-a (Antikorper)

TNF-a (Wachstumsfaktor)
Trypsin-EDTA
Wasserstoffperoxid 3%ig
Wasserstoffperoxid 30%ig
Xylol

Ziegenserum

3.1.2 Gebrauchswaren und Gerate

Absaugpumpe
Autoklav

Brutschranke

Cryocut

DAKO-PEN

Deckglaschen 20x20mm
Digital-Kamera
Einweg-Pasteurpipetten
ELISA-Reader SLT-Spectra
Fluoreszenzmikroskop Eclipse TS 100
Filterpapier
Filterpapierscheibchen
Gefrierschrank -20C

Heizblock

HistoBond Adhesion Micro Slides
Hybond-ECL

Hyperfilm ECL

Kihlschrank (+5-8TC)

Kivetten

Serva Feinbiochemica, Heidelberg, Deutschland

Chemicon Inc., Nurnberg, Deutschland
Strathmann Biotech AG, Hamburg, D.
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
Santa Cruz Inc., California, US.
Strathmann Biotech AG, Hamburg, D.
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D.
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.

HLC, Bovenden, Deutschland

Schitt Labortechnik, Gottingen

Forma Series Il Water Jacketed Co2-Incubatio
Hepa Class 100

Cryocut E Reicher-Jung

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg, D.
Marienfeld GmbH Co., Lauda-Kdnigshofen, D.
Sony Cyber Shot DSC-F717, Osaka, Japan
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.
SLT-Labinstruments, Crailsheim, D.

Nikon AG, Diisseldorf, Deutschland
Schleicher und Schill, Dassel, Deutschland
Whatman Filterpapier Nr. 1450 070

Liebherr GmbH, Michelstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Marienfeld, Deutschland

Amersham Biosciences, NJ, USA

Amersham Biosciences, NJ, USA

AEG electrolux GmbH, Ulm, D eutschland

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland
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Mikroliterpipetten

Mikrotom

Neubauer-Z&hlkammer
Objekttrager ,Starfrost*

Parafilm

PCR Softlubes

Petrischalen

Photomikroskope (Axioplanl10 & 2)
Pipette 5, 10, 50ml
Pipettenspitzen, kristall 0,5 — 10yl
Pipettenspitzen, gelb 5 — 100pl
Pipettenspitzen, blau 100 — 1000pl
Pipettenspitzen (diverse)
Reaktionsgefalie

Stericankanule, grau

Sterilbanke

Sterilfilter

Thermomixer

Vortexer

Waagen

6-Well-Platten
24-Well-Platten
96-Well-Platten
Zahlautomat
Zellkulturflaschen (50ml)
Zentrifugenréhrchen

Zentrifugen

Gilson International B.V., Middleton, US.
Microm GmbH Type HM400R

Marienfeld GmbH Co., Lauda-Kdnigshofen, D.
Marienfeld GmbH Co., Lauda-Kdnigshofen, D.
.M", Pechiney Plastic Packaging, Chicago, US.
Biozym, Oldendorf, Deutschland

Greiner bio-one, Solingen, Deutschland

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Greiner bio-one, Solingen, Deutschland
Biozym, Oldendorf, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D.

B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Thermo electon corporation Holton Lamin Air
NuAire Inc., Plymouth, US.

Sarstedt AG & Co, Numbrecht, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Heidolph GmbH & Co. KG, Kelheim, Deutschland
Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

TPP, Switzerland

TPP, Switzerland

TPP, Switzerland

Coulter T840, AG Beckmann, Miunchen, D.
Greiner bio-one, Solingen, Deutschland
Greiner bio-one, Solingen, Deutschland
Centrifuge 5415C, Eppendorf, HH, D.

Biofuge fresco, Heraeus GmbH, Hanau, D.
EBA 12 R, Hettich AG, Tuttlingen, Deutschland

3.1.3 Sterilisation von Losungen und Geréaten

Das Autoklavieren hitzeunempfindlicher Chemikalien, Lésungen und sonstiger

Gebrauchswaren erfolgt iiblicherweise fiir 30min bei 120°C und 10° Pascal. Thermolabile

Losungen kdnnen tber einen Sterilfilter mit 0,22um Porengré3e sterilgefiltert werden.
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3.2 Zellkultur
3.2.1 Herkunft der Zelllinien

Im Rahmen dieser Dissertation werden zwei Zelllinien (siehe Abb. 7a und 7b) benutzt, um
die Effekte von pro-NGF, NGF und TNF-a an der Augenoberflache zu simulieren. Zum einen
eine Corneaepithelzelllinie, die durch Transfektion mit dem SV40-Virus immortalisiert wurde.
SV40 steht fur ,simian vacuolating virus 40“ und ist ein Poliomavirus aus der Familie der
Papovaviridae, die das Large T-Antigen enthalten und erstmals 1960 als angebliche
Verunreinigung aus Kulturen von Affennierenzellen isoliert wurden. Die Primérkultur wurde
aus einer Donorcornea angefertigt, sodass die HCE-Zelllinie vergleichbare biophysiologische
Eigenschaften mit humanen Keratinozyten aufweist und damit ein adaquates Versuchs-
modell darstellt. Die Zelllinie wurde freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe von Kaoru
Araki-Sasaki (Tane Memorial Eye Hospital, Osaka, Japan) zur Verfugung gestellt (Araki-
Sasaki et al., 1995). Ferner wird eine spontan immortalisierte Konjunktivaepithelzelllinie
[HCJE, syn. auch IOBA-NHC (Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada, Universidad
de Valladolid, Espana — normal human conjunctiva)] eingesetzt. Die Zelllinie wurde 2003
morphologisch, biophysiologisch und funktionell charakterisiert, weist eine hohe Zell-
teilungsrate auf und stellt laut heutigem Stand der Wissenschaft ein adaquates Modell fir die
Forschung an Bindehautepithelzellen dar. Die humane Herkunft der HCJE-Zelllinie wurde

inzwischen auch chromosomenanalytisch verifiziert (Diebold et al., 2003).
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Abb. 7 a: Corneaepithelzelllinie (HCE) in Ponceau S rot; b: Konjunktivaepithelzelllinie (HCJE) in Bromphenol blau;
der Balken in a und b entspricht 8,7um.

3.2.2 Medien und Kultivierung

HCE und HCJE bendtigen zum Wachstum &hnliche Bedingungen, was bei der engen
phylogenetischen Verwandtschaft zu erwarten ist. Die beimpften Zellkulturflaschen werden
unter sterilen Bedingungen mit etwa 5ml Medium befillt und liegend bei 37C Temperatur

und einer konstanten 5%igen CO,-Begasung bei 18% O,-Luftgehalt im Brutschrank inkubiert.
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Vor Verwendung der Kulturmedien werden nach Neuansatz je zwei Mediumproben flr
mindestens 24h bebriitet und mikroskopisch kontrolliert, um eine bakterielle respektive
fungale Kontamination auszuschlielen. Im Rahmen dieser Dissertation sind keine Antibiotika
verwendet worden. Basismedium fir das Arbeiten in der Zellkultur ist das DMEM/HAM's F12
im Verhaltnis 1:1 gemischt mit dem Zusatz von 10% fetalem Kalberserum (FKS). Fir die
HCJE-Zellen werden zusétzlich 550ul Hydrocortison (5mg/ml) und 550ul Insulin (1pg/ml) bei
-20C tiefgekiihlt dazugegeben. Als Wasch- und Stimu lationsmedium wird bei einigen Versu-
chen (siehe unten) auch FKS-freies Kulturmedium benutzt. Fir die meisten Spullvorgange
wird sterile Phosphat-gepufferte-Saline (PBS), zum Ablésen der am Boden der Zellkultur-

flaschen adh&arenten Zellen 0,25%-ige Trypsin/EDTA-LGsung eingesetzt.

3.2.3 Zellpassagierung/Zellernte:

Die Zellkulturflaschen werden téaglich mikroskopisch auf Zellmenge und Kontaminationen
kontrolliert und das Nahrmedium alle zwei Tage gewechselt. Hierflr werden unter der Steril-
filterbank die Uberstande abgesaugt, drei Mal mit warmem sterilem PBS gespiilt und auf
37C vorgewarmtes Medium neu zugesetzt (pro Flasche etwa 5ml). Sind die Zellkultur-
flaschen ausreichend bewachsen (die Zellen besitzen eine physiologische Kontaktinhibition,
sodass es erst bei massivem Zellwachstum zu einem gegenseitigen Uberwuchern mit
Zellklumpenbildung kommt) und kontaminationsfrei, so werden nach dreimaligem Spulen in
PBS etwa 1-2ml Trypsin zugesetzt. Nun inkubiert man fir 1-5min bei 37<C und kontrolliert
lichtmikroskopisch den Abloseprozess von den Kulturflaschen. Sind alle Zellen homogen
abgeldst, wird die Reaktion durch Zugabe von 5ml Kulturmedium gestoppt und die Zellsus-
pension fir 5min bei 1000 Umin™ zentrifugiert. Die Uberstande werden abgesaugt und das
entstandene Zellpellet kann zum Herstellen weiterer Zelllésungen verwendet werden. Einen
Teil verwendet man gleich zum Neubeimpfen steriler Kulturflaschen, der Rest kann zu

Versuchszwecken genutzt respektive verworfen werden.

3.2.4 Zellzdhlung

Nach dem Ernten der Zellen werden diese fiir fiinf Minuten bei 1000 Umin™ zentrifugiert und

das Zellpellet mit einigen ml Pufferlosung (je nach Pelletgrdf3e) resuspendiert. Hiernach
erfolgen eine Verdinnung auf 1:10 und das Aufbringen in eine Neubauerzéahlkammer. Hier
werden lichtmikroskopisch 10 Grof3quadrate ausgezahlt (Z), die Summe durch 10 geteilt und
mit 0,1 multipliziert. In dieser Dissertation wird angestrebt, 10.000 Zellen pro Well einer 24-
Well-Platte auszuséhen, also teilt man 10.000 durch die entstandene Zahl (Z - 10%,

multipliziert das Ergebnis mit 1000 und erhalt die Menge in pul mit der je ein Well zu

bestlicken ist. Formel: ¥ in pl = [10.000 / (Z - 10%)] - 1000
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3.3 Art und Herkunft der humanen Gewebepraparate

Fur histologische und immunhistochemische Untersuchungen werden Gewebeproben von
vierzig Pterygien sowie zwdlf Limbuspraparate akquiriert (es handelt sich sowohl um
chirurgisch exzidierte Praparate, als auch um solche von Koérperspendern des Institutes fir
Anatomie und Zellbiologie der Universitat zu Halle/Wittenberg). Fir die Fluoreszenzreakti-
onen werden 24 Pterygiumpréaparate von acht operierten Patienten benutzt, die Uber die
Universitatsaugenklinik der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel zur Verfigung gestellt
wurden. Die Gruppe umfasst je vier Manner und vier Frauen (Alter der Manner: 31-66 Jahre,
im Mittel: 44 Jahre und 9 Monate; Alter der Frauen: 39-58 Jahre, im Mittel: 47 Jahre und 3

Monate).

3.4 Immunhistochemie

3.4.1 Vorbereiten der Praparate

Um Vorkommen und Lokalisation spezifischer Proteine darzustellen, wird die Immun-
histochemie eingesetzt. Die Gewebe werden fir 24h in 4%igem Paraformaldehyd fixiert,
danach 24h flieRend gewdassert (Abspilen der Fixierlosung) und in Paraffin (Paraplast)
eingebettet. Die erstarrten Paraffinwirfel werden auf kleine Holzklétzchen aufgeblockt und
7um dicke Serienschnitte angefertigt. Es werden je zwei Schnitte auf einen Objekttrager
(bspw. HistoBond Adhesion Micro Slides) aufgezogen und beschriftet (Name, Praparatenr.,
Datum und (spater) Antikdrperart und -verdinnung). Es dient jeweils ein Schnitt pro Objekt-
trager als Negativkontrolle. Diese wird in der Immunhistochemie dann nicht mit dem jewei-
ligen Primarantikérper, sondern lediglich mit TBS inkubiert. Die Schnitte werden 24h gestrek-
kt, danach folgt 24h Trocknen bei 60C. Hierdurch wird das spatere Herauslésen des

Paraffins erleichtert.

3.4.2 Hamatoxilin-Eosin-Ubersichtsfarbung (HE-Farbu nqg)

Um einen Uberblick liber die mikroanatomischen Verhéltnisse zu bekommen und spater
besser nachvollziehen zu kdnnen, welche Gewebeunterart in der immunhistochemischen
Behandlung reagiert, werden von jedem Praparat Ubersichtsfarbungen mit angefertigt (siehe
auch Tab. 2a und 2b). Als Farbstoffe dienen hier Eosin Y, ein saurer Xanthenfarbstoff, der
sich von den Fluoresceinen ableitet und acidophile/basische Strukturen wie bspw. Zellplas-
maproteine rot farbt und Hamatoxilin (aufbereitet zu Hamalaun), ein naturlicher Farbstoff aus
dem Blauholzbaum, der basophile/saure Zellbestandteile (insbesondere Zellkerne mit der
darin enthaltenen Desoxyribonucleinsaure (DNA) sowie das mit Ribosomen angereicherte
raue endoplasmatische Retikulum (rER)) blau farbt. Einige Schnitte werden in eine Glasku-

vette einsortiert und fur je 2x10min in Xylol getaucht. Nun folgt die absteigende Alkoholreihe,
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um dem Gewebe schonend Wasser zuzufuhren, damit die Farbstoffe spater in den Schnitt
eindringen und gehalten werden kénnen. Nach dem Xylol folgt eine finfminitige Behandlung
mit Propanol, danach 2x5min in 96%igem Alkohol. Nun jeweils 5min in 80%igem dann
70%igem und 60%igem Alkohol. Zum Schluss werden die Kivetten noch mindestens 5min in
destilliertem Wasser (Seradest) stehen gelassen, auch langere Ruhezeiten sind méglich. Zu
beachten ist ein schonender Wechsel der Kluvetten von einem Medium in ein anderes, da
gerade bei groReren Praparaten (Limbi) ein Abschwimmen der Schnitte bei zu bruskem
Wechsel/Schwenken vorkommen kann. Zur eigentlichen Farbung werden die Kuvetten aus
dem Seradest entnommen und fur 15min in die Hamalaunlésung nach P. Mayer getaucht,
anschliel3end etwa 15-30min unter leicht flieRendem Wasser belassen, um die Blauung der
Kerne zu ermdglichen. Nun folgt die Gegenfarbung mit Eosin fir ca. 30-60sec. Die Schnitte
werden nach der Eosinfarbung rasch (lediglich 3x eintauchen) von Alkohol zu Alkohol
(aufsteigend) gewechselt, um ein Herauslésen der Chromogene zu verhindern. Nachdem
dies fur die Konzentrationen 60%, 70%, 80% und 2x96% getan wurde, folgt eine drei-
minutige Phase in Propanol und danach je 2x10 Minuten in Xylol. Auch in Xylol kénnen die
Schnitte (wie im Seradest) beliebig lange verweilen. Nun Abklopfen und Trocknenlassen der
Xylolreste sowie Eindecken in Kanadabalsam oder Aquatex fur 24h. Die Schnitte werden

trocken und dunkel bis zur Auswertung in Praparatekasten gelagert.

a Medium Zeit b Medium Zeit

1 Xylol 1 10min 11 Blauung 15-30min
2 Xylol 2 10min 12 Eosin 30-60sec
3 Propanol Smin 13 Alkohol 60% 3x tauchen
4 Alkohol 96% 5min 14 Alkohol 70% 3x tauchen
> Alkohol 96% Smin 15 Alkohol 80% 3x tauchen
6 Alkohol 80% Smin 16 Alkohol 96% 3x tauchen
7 Alkohol 70% 5min 17 Alkohol 96% 3x tauchen
8 Alkohol 60% 5min 18 Propanol 3min

9 Seradest 5min 19 Xylol 1 10min

10 Hamalaun 15min 20 Xylol 2 10min

Tabelle 2a & 2b: Ubersichtsfarbung; Arbeitsschritte zwischen Vorbereiten und Eindecken (1-10 in a und 11-20 in b)
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3.4.3 Immunhistochemische Reaktion (IHC-Reaktion)

Antikorper TNF-alpha pro-NGF
Klonalitat monoklonal polyklonal
Code Sc-52746 ab 1526
Donor Maus Kaninchen
Verdinnung 1:1000 1:200
Hersteller Santa Cru; Biqtechnologie Inc.) Chemicon Inc.,
California, USA Nurnberg, Deutschlang

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Primarantikorper fiir die Immunhistochemie

Es wird ausschlie8lich die indirekte Methode mit Primar- und Sekundarantikorpern ver-
wendet (s. Tab 4). Nach dem Trocknen der OT werden die Schnitte mit einem DAKO-PEN
umrandet, um zugegebene Losungen in situ zu halten. Nun folgt eine 30-minitige Phase in
gekuhltem 3%igem Wasserstoffperoxid (in Aluminiumfolie verpacken und dunkel stellen), um
endogene Peroxydasen zu blocken. Es folgt dreimaliges Spilen der Schnitte mit Seradest
und zur Epitopdemaskierung und Antigenverstarkung fur 15min in Natriumcitratpuffer (pH-
Wert 6,0) in der Mikrowelle kochen lassen (Verfahren nach Shi et al., 1991 und Cattoretti et
al., 1993). Nach Abkuhlen fir 20min werden die Schnitte 3x mit TBS gespdlt und fur 5min mit
vorgewarmtem 0,1%igem Trypsin bei 37<C behandelt; a nschlieRend wird wieder 3x mit TBS
gespult. Es folgt die 20-minitige Behandlung bei Raumluft mit Normalserum in einer
feuchten Kammer, um unspezifische Ladungen (an Kollagenen und anderen Bindegewebe-
elementen), die zu einer Uberstarken Hintergrundfarbung fuhren wirden, abzublocken. Die
Art des eingesetzten Normalserums (Einwirkzeit 20min) richtet sich nach dem Donor des
Sekundarantikorpers. Das Serum wird nun abgeklopft, die Schnitte mit dem Avidin/Biotin
Blocking-Kit behandelt (jeweils fur 10min, dazwischen 3x Spulen mit TBS) und danach der
Primarantikorper (Tab. 3) auf einen der Schnitte aufgebracht, der andere wird mit TBS
behandelt und dient als Negativkontrolle. Es folgt eine 24-stiindige Inkubationsphase bei
4<C. Danach wird erneut mit TBS gespult und der Sek undarantikdrper bei Raumtemperatur
fur eine Stunde aufgebracht (diesmal auf beiden Schnitten), hierauf wieder 3x mit TBS-Puffer
gespult. Nun werden die Schnitte fir 30min mit dem Strept-Avidin-Biotin-Komplex inkubiert,
wieder 3x mit TBS gewaschen und fur 60sec mit der AEC-Substratldsung behandelt. Diese
indirekte Methode der Immunhistochemie (auch als Labeled Strept-Avidin-Biotin-Methode
[LSAB] bezeichnet), basiert darauf, dass das von der Bakterienspezies Streptomyces avidinii
produzierte Protein Avidin (hiihnereiweiRRahnlich) eine sehr hohe Affinitat (K, ~ 10**-10" M™)
zu dem Vitamin Biotin besitzt. Strept-Avidin hat vier Untereinheiten, eine Molekilmasse von

etwa 67kDa und stellt in Verbindung mit Biotin eine der starksten bekannten nichtkovalenten
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biologischen Bindungen dar. Strept-Avidin und die biotinylierten Zweitantikdrper reagieren
miteinander und bilden so den Strept-AB-Complex (siehe Abb. 8). Nach Zusatz von 3-Amino-
9-Ethylcarbazol (AEC) bildet sich peroxidasevermittelt durch den Sekundarantikérper ein
rotes Oxidationsprodukt, das alkohollgslich und stark lichtempfindlich ist. Zusammenfassend
ergibt sich folgendes Flussschema:

(Strept-) Avidin-
Biotin-

unkonjugierter 3' - .3' *) Enzymkomplex
l Primérantikorper \\ X= x

Brlicken-

\

antikdrper,

\-._/ biotinylierter 4ep bitinylien

Sekundarantikorper '/ %
=,
Avidin -Biotin - ’ Primzrantikérper
’ l Enzymkonjugat / \

{

Q Abb. 8: Modell
/ Chromogen - Farbe indirekte IHC mit
“—.// ABC-Komplex

AnschlieBend Spullen in Seradest und Gegenfarben mit Hamalaun nach Mayer fur 2min.
Danach 3x Spllen mit Seradest, wobei die dritte Portion Seradest fur 10min auf den
Schnitten zum Blauen verbleibt. Jetzt kénnen die Schnitte vorsichtig angetrocknet und in
alkoholfreiem Medium (Aquatex) eingedeckt werden. Auch hier erfolgt die Lagerung nach
24h Trockenphase in vor Licht schitzenden Praparatekasten; jeder OT (Kontroll- und Anti-
kérperschnitt) wird am Mikroskop fotografiert und digital gespeichert. Die Auswertung erfolgt

semiquantitativ nach relativer Chromogenstarke/Gesichtsfeld mit den Wertungen +/++/+++.

a Medium Zeit b Medium Zeit

1 H,O, 3%ig 30min 13 Antikorper | 24h

2 Seradest 3x spllen 14 TBS-Puffer 3x spilen
3 Citrat-Puffer 15min 15 Antikorper Il 60min

4 Abkuhlen 20min 16 TBS-Puffer 3x spllen
5 TBS-Puffer 3x spllen 17 StreptABC 30min

6 Trypsin 0,1%ig 5min 18 TBS-Puffer 3x spilen
7 TBS-Puffer 3x spilen 19 Chromogen 60sec

8 Normalserum 20min 20 Seradest 3x spiilen
9 Avidin 10min 21 Hamalaun 2min

10 TBS-Puffer 3x spilen 22 Seradest 3x spllen
11 Biotin 10min 23 Blauung 10min
12 TBS-Puffer 3x spulen 24 Trocknen 24h

Tabelle 4a & 4b: Arbeitsschritte Immunhistochemie (1-12 in a und 13-24 in b) 24
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3.5 Immunfluoreszenz an Gefrierschnitten

3.5.1 Vorbereiten der Préparate

Die operativ gewonnenen Nativpraparate werden nach Exzision in flissigem Stickstoff
schockgefroren (-80C). Zur Weiterverarbeitung an einem Cryocut-Rotationsmikrotom
werden 7um dicke Gewebeschnitte angefertigt, in dem die Gewebestlickchen mit Tissue-Tec
auf den Metallteller ,,aufgeblockt” und ad hoc bei -20C in Serie geschnitten werden. Die so
gewonnenen Schnitte werden auf Superfrost Objekttrager aufgebracht (zwei Schnitte pro

OT, einer dient als Negativkontrolle) und bei -20T gelagert. Eine Ubersicht der verwendeten

Primar- und Sekundarantikorper zeigt Tab. 5.

Antikorper TNF-alpha pro-NGF NGF Cy3 FITC DAPI
primar + + + - - -
sekundar - - - + + -
Klonalitat monoklonal polyklonal polyklonal polyklonal polykial -
Farbe - - - rot gran blau
Code Sc-52746 ab 1526 ab 927 515-165-062 FO205/F0479 A1001
Donor Maus Kaninchen Kaninchen Schaf Schwein/ synthetisch
Ziege
verdinnt 1:200 1:100 1:100 1:100 1:200 1:1000
Hersteller Santa Cruz | Chemicon DAKO Jackson DAKO AppliChem
Biotech.Inc., Inc., Diagnostika | Immunore- | Diagnostika GmbH,
California, Nurnberg, GmbH, search, Lab, GmbH, Darmstadt,
USA Deutschland| Hamburg, D.| Inc., USA | Hamburg, D.| Deutschland

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Priméar- und Sekundarantikérper fiir die Immunfluoreszenz |

3.5.2 Immunfluoreszenzreaktion an Gefrierschnitten

Zunachst werden die Serienschnitte fir 5min in flissigem Aceton (Konz. = 100%) bei 4C
fixiert, danach fur 2min getrocknet und Uberschiissiges Aceton abgesaugt. Nach Umranden
mit einem DAKO-Pen wird dreimalig mit TBS-Puffer gespdlt und danach fir 30 Minuten mit
vorgewarmter Hyaluronidaseldsung bei 37T inkubiert. Nach dreifachem Spulen mit TBS und
Trocknen werden die Praparate mit dem jeweiligen Normalserum tberschichtet. Das Normal-
serum verbleibt flr eine Stunde bei Raumtemperatur auf den OT und wird anschlie3end
abgeklopft. Es folgt die Inkubation mit dem Priméarantikorper bei Raumtemperatur fir zwei
Stunden in einer feuchten Kammer. Die Negativkontrolle wird statt mit dem Primar-AK mit
TBS Uberschichtet. Danach wird 3x mit TBS gespult und anschlielend der Sekundar-
antikorper fur eine Stunde bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss in einer feuchten
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Kammer aufgebracht. Nach erneutem Spulen erfolgt die DAPI-Kernfarbung. 4',6-Diamidino-
2-phenylindol ist ein synthetisch hergestelltes Fluoreszein, das durch Interkalation zwischen
Adenosin-Thymin- und Guanosin-Cytosin-Basenpaaren in der Lage ist, DNA sichtbar zu
machen. Bei einem Absorptionsmaximum von 340nm emittiert DAPI konstant blaues Licht.
Um es fur die Immunfluoreszenz einzusetzen, muss es als Arbeitslésung 1:1000 in Methanol
verdinnt werden und ist so gekuhlt (bei -20C) und dunkel tber langere Zeit lagerbar. Alle
Kernfarbungen von Préparaten dieser Dissertation werden bei einer Temperatur von 37C
fur 15min angefertigt. Schlief3lich folgt dreimaliges Spulen mit Methanol und Eindecken der
OT in Moviol nach M. Osborn. Damit sich die Fluoreszenz stabilisieren kann, werden die Pra-
parate bei 4C mindestens einen Tag trocken und dun kel gelagert und konnen danach am

Fluoreszenzmikroskop begutachtet werden. Tab. 6a und b gibt eine Ubersicht der einzelnen

Arbeitsschritte.

a Medium Zeit b Medium Zeit

1 Aceton 5min 8 TBS-Puffer 3x spulen
2 Trocknen 2min 9 Antikorper 11 60min

3 TBS-Puffer 3x spulen 10 TBS-Puffer 3x spulen
4 Hyaluronidase 30min 11 DAPI 15min

5 TBS-Puffer 3x spilen 12 Methanol 3x spilen
6 Normalserum 60min 13 Moviol Eindecken
7 Antikorper | 120min 14 Lagern 4°C 24h

Tabelle 6a & 6b: Arbeitsschritte Immunfluoreszenz (1-7 in a und 8-14 in b)

3.5.3 Immunfluoreszenzreaktion an Zellen
Fur die Immunfluoreszenz von HCE- und HCJE-Zellen werden semikonfluente Zellrasen (60-

70% Dichte) auf 20x20mm groRRen sterilen Deckglaschen in 6-Well-Platten geziichtet. Die
Zuchtungsbedingungen entsprechen denen der tbrigen Zellkulturen (Brutschrank bei 37C
Temperatur, 5% CO, und 18% O,). Das Uberstehende Medium wird abgesaugt und mit der
Acetonfixation begonnen. Die weitere Prozedur gleicht der von Gefrierschnitten (siehe 3.5.2
und Tab. 5a &b). Zu beachten ist, dass Antikbrperkonzentrationen des Prim&rantikdrpers von

1:5000 und des Sekundarantikorpers von 1:200 ausreichend sind.
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3.6 Bromodesoxyuridin-Proliferationsassay

3.6.1 Vorbemerkungen

Bromodesoxyuridin (BrdU) ist ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin bzw.
Desoxyuridin. Es wird zur labordiagnostischen Markierung proliferierender Zellen in vitalen
Geweben verwendet; in der vorliegenden Arbeit zur Analyse des Proliferationsverhaltens von
HCE und HCJE. BrdU wird von den Zellen aufgenommen und in phosphorylierter Form
anstelle des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat (dTTP) wahrend der Synthesephase in
die neu synthetisierte DNS eingebaut. Um eine stattgefundene DNS-Synthese nachzuwei-
sen, wird die Peroxydase-katalysierte Chromogenaktivierung unter Emittierung spezifischer
Wellenlangen, die mittels eines ELISA-Readers quantifiziert werden, eingesetzt. Es besteht
eine positive Korrelation zwischen der Menge an gebildetem Substrat (siehe unten) und der
stattgehabten Proliferationsaktivitat. Fir die Bindung der Detektionshilfen an das BrdU ist
eine Denaturierung der DNA notwendig, die mit S&uren oder Hitze durchgefihrt werden
kann. Zuvor werden die Zellen in 96-Well-Platten semikonfluent geziichtet und fir je zwei
Stunden mit dem entsprechenden Agens (siehe Tab. 7), dessen proliferative Eigenschaft

getestet werden soll, stimuliert.

Stimulans TNF-alpha pro-NGF NGF

Quelle E.coli E.coli E.coli

Strathmann Biotech AG,| Strathmann Biotech AG,| Strathmann Biotech AG,

il Hamburg, Deutschland Hamburg, Deutschland Hamburg, Deutschland

Tabelle 7: Verwendete Zellstimulatoren fiir den Bromodesoxyuridin-Proliferationsassay

3.6.2 BrdU-Assay — Durchfiuihrung

Es werden jeweils 10.000 Zellen (HCE und HCJE) pro Well in die 96-Well-Platten ausgesat
und kultiviert, bis sie semikonfluent (60-70% Zellrasendichte) gewachsen sind (siehe Abb. 9).
Dabei wird das Nahrmedium jeden 2.-3. Tag unter sterilen Bedingungen gewechselt, um
Kontaminationen mit Bakterien oder Pilzen zu verhin- g

dern. Es erfolgt eine dreimalige Spilung mit PBS ‘
sowie Zusatz der jeweiligen stimulierenden Agenzien
in aufsteigenden Konzentrationen. Es werden, um die
Zellproliferation besser beurteilen zu kénnen, sowohl

unterschwellige (10ng/ml), wie physiologisch vorkom-

A ‘mm‘-‘,mc 74T 24.05. D

mende (20-50ng/ml), als auch supraphysiologische

(2500-5000ng/ml)  Stimulationsdosen gewahlt. Die | Abb. 9: Bestiickung der 96-Well-Platten |
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Stimulation erfolgt wie die normale Kultivierung bei 37<C Uber zwei Stunden, wobei die
Stimulanzien zu dem jeweiligen Zellkulturmedium dazugegeben werden; als Negativkontrolle
dient eine entsprechende Menge serumfreien Mediums. Der Assay lauft Gber zwei Tage, die
Auswertung (siehe unten) erfolgt direkt bei Versuchsende. Nach erfolgter Stimulation werden
alle Uberstande abgesaugt und die Zellrasen dreifach mit PBS gespiilt. Nun erfolgt die
Inkubation nach Herstellerangaben mit BrdU-Labeling-Solution fir 6h bei 37C im Brut-
schrank. Dies ist die entscheidende Phase, in der das ,Fehl-Nukleotid“ in die DNS der in
diesem Zeitraum proliferierenden Zellen eingebaut wird. Anschlieend folgt dreifaches
Spulen mit PBS. Fixiert werden die Zellen fir 30min mittels einer Ethanol-HCL-Fixierlésung.
Danach lagern sie 24h luftdicht mit Parafilm verpackt im Kihlschrank. Als weiteres Wasch-
medium dient Zellkulturmedium mit 10%igem Zusatz an fetalem Kélberserum. Detektiert wird
das BrdU mittels mitgelieferter spezifischer Antikdrper (30min bei 37<C), die eine endogene
Peroxydase tragen. Zuvor muss die neu synthetisierte DNA durch Nukleasen enzymatisch
fur 30min bei 37T aufgespalten werden. Es erfolgt ein Waschschritt mit Kit-eigenem
washing buffer. Wird nun ein Peroxydasesubstrat hinzugegeben, kommt es zur Katalysation
des Substrates mit der Bildung eines bei normalem Licht sichtbarem griinen Reaktions-
produktes. Auf einen Enhancer zur Verstarkung des Chromogens wird aufgrund ausrei-
chender Signalstarke verzichtet. Die Entwicklung des Peroxydasesignales erfolgt exponen-
tiell, um dann nach wenigen Stunden in eine stabile Plateauphase Uberzugehen respektive
zu enden, wenn das gesamte Substrat verbraucht ist. Valide Werte sind am besten nach
60min im ELISA-Reader bei 405nm Wellenlange gegen 492nm zu messen. Die gemessene
Absorption korreliert streng mit der DNS-Syntheserate der jeweiligen Zellpopulation. Zur
besseren Ubersichtlichkeit wird der gemessene Wert der Kontrolle = , 1 gesetzt; Tab. 8 gibt
eine Ubersicht der Arbeitsschritte.

a Arbeitsschritt Zeit b Arbeitsschritt Zeit

1 Zellztichtung Tage 8 PBS-Puffer 3x spllen

2 Zellstimulation 2h 9 Nuklease 30min

3 PBS-Puffer 3x spllen 10 PBS-Puffer 3x spllen
4 BrdU-Labeling-S. 6h 11 BrdU-AK + BSA 30min

5 PBS-Puffer 3x spllen 12 Washing buffer 3x spilen
6 CHsOH-HCL 30min 13 Peroxy-substrat 15min

7 Lagern 24h 14 Ausmessen nach 60min

Tabelle 8a & 8b: Arbeitsschritte Bromodesoxyuridin-Proliferationsassay (1-7 in a und 8-14 in b)
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3.6.3 Anmerkungen zur Statistik

Alle Versuche sind aus Grinden der Reliabilitit mindestens 4-fach durchgefiihrt worden,
wobei jede Konzentration selbst ebenfalls in mindestens vier Wells getestet wurde. Die
Mittelwerte und Standardabweichungen werden mittels folgender Formeln berechnet:

_ 1 & Ty 4Ty + - + Ty
Farithm = H; Ty = n
1 N
s% = T; — )2
X N_1§( i~ %)

Die Berechnung der Signifikanz wurde mittels Student T-Test getétigt und es wurden
folgende p-Werte festgelegt: *=p<0,05;*=p<0,01;, **=p<0,001; [(*) =p <0,1]

3.7. Motilitatsassay/Einzelzellmigration

3.7.1 Vorbemerkungen/Vorbereitungen

Der Versuchsaufbau wurde initial von Boyden in der nach ihm benannten Kammer erdacht.
Hier wird ein zweidimensionales Zellmigrationsmodell genutzt, die Kammern werden nach
einem halbstandardisierten Verfahren selbst hergestellt. Nach erfolgter Zellziichtung und
Stimulation mit aufsteigenden Konzentrationen (jeweils 10/50/250/500ng/ml TNF-a, NGF,
pro-NGF) erfolgte die weitere Verarbeitung, Aufzeichnung und Auswertung im Institut far
Pathologie der Martin-Luther-Universitat zu Halle-Wittenberg, ehem. Leiter Prof. Dr. S.
Hauptmann. Zur Herstellung der Migrationskammern werden handelstibliche Objekitrager
zunachst an einem Ende mit einer U-férmigen Begrenzung aus einem Vaseline-Paraffin-
Gemisch versehen (s. Abb. 10). Dieses muss zlgig und gleichmafig aufgepinselt werden,

um Lufteinschlisse zu verhindern, in welche das Gel spater eintreten respektive durchtreten
— e |

kénnte. Mittels eines Skalpells wird das halberstarrte
Paraffin auf die gewiinschte Hohe (etwa 500um)
abgetragen und ein Deckglaschen von 20x20mm
GroRe aufgebracht. Es folgt die Fixation durch | v~ SCA.
erneute Paraffinpinselung, sodass die Kammer auf
einer Seite offen bleibt, und anschlieRend die

Lagerung bei 5T flr 24h zum Ausharten. Abb. 10: Bestiicken einer Migrationskammer
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3.7.2 Versuchsdurchfiihrung

Die HCE- und HCjE-Zellen werden, nachdem das uberstehende Medium abgesaugt wurde,

dreifach mit DMEM + 10% FKS gespdlt und anschliel3end zur Abldsung 5min mit 0,25%igem

Trypsin/EDTA bei 37T inkubiert. Der Lyseprozess wird lichtmikroskopisch kontrolliert. Sind

alle Zellen gleichméaRig abgeldst, wird die Reaktion durch Zusatz von frischem Kulturmedium

(etwa 5ml/Zellkulturflasche) gestoppt. Der Flascheninhalt wird bei 1000 U/min 5min zentri-

fugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet in 1ml Kulturmedium resuspendiert.

Unter Zuhilfenahme des Coulter-Zahlautomaten wird eine Lésung mit einer Zellkonzentration

von 500.000 Zellen/ml hergestellt. Fur eine Versuchsdurchfiihrung (vier Migrationsversuche

zeitgleich/24h) wird ein Vitrogengemisch bestehend aus folgenden Komponenten erzeugt:

50 yl DMEM + 23 ul Bikarbonat + 375 pl Vitrogen

133ul  des werden mit 66l

Zellsuspension gleichmafiig sowie moéglichst luftblasenfrei

Vitrogengemisches

vermischt und in eine Migrationskammer hineinpipettiert
(siehe Abb. 10). Alle Teilschritte, in denen mit dem
Vitrogengemisch gearbeitet wird, missen zwingend bei 5-
8T erfolgen, da eine Uber dieses Mal3 hinausgehende
Warmezufuhr ein sofortiges Auspolymerisieren des
Vitrogengemisches mit konsekutiver Gebrauchsunféhig-
keit bewirkt. Es erfolgt das Verschlie3en der Kammer mit
Paraffin-Vaseline. Aus der o. g. Menge an Vitrogen-
gemisch kénnen je zwei Kammern bestiickt werden, die
restlichen 182ul werden in einem Reaktionstube bei
Raumtemperatur belassen, um eine sichere und sach-
gerechte Auspolymerisation erfassen zu kénnen. Kommt
es zu Ausflockungen, Lufteinschliissen oder Polymeri-
sationsstorungen wird das Material verworfen und der
Motilitatsassay neu bestiickt. Bei regelrechtem Auspoly-
merisieren werden die Kammern auf die Beobach-
tungsmikroskope eingespannt (siehe Abb.11) und der
gewinschte Ausschnitt PC-kontrolliert ausgerichtet. Die
Rotlichtwarmeboxen werden justiert, hierdurch wird eine
konstante Temperatur von 37C = 1C Uber den Beob-

achtungszeitraum von 24h gehalten. Alle 10min wird ein

“ .|

4
a 9 -
- : 2 uai
o % « o (o2 on

Abb. 11: (von oben nach unten) Ein-
spannen der Kammer unter dem
Mikroskop, Rotlichteinheit im Hinter-
grund; Mikroskopische Aufsicht bei 400-
facher VergroRerung; Nach tracking"
einzelner Zellen, Auswertung der Migra-
tionsstrecken

Bild aufgezeichnet, sodass nach 24h Datensatze von 145 Aufnahmen entstehen, die mittels

Quicktime Player als Video abgespielt werden kdnnen. Zum Erfassen der Migrationsstrecke
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werden einzelne Zellen mittels des Grab4PCIl-Programmes markiert, die 24h abgespielt und
die Strecke in pm als Dezimalzahl angegeben. Zu beachten ist, dass die angegebene
Trackingstrecke nicht nur den Unterschied von Startposition A zu Endposition B wiedergibt,
sondern vielmehr die reelle Zellmigration abbildet. Als Kontrollen dienen nicht stimulierte
Zellen (jeweils mit und ohne 10%igem FKS). Eine Ubersicht der Arbeitsschritte gibt Tab. 9a
und b.

a Arbeitsschritt Zeit b Arbeitsschritt Zeit

1 Zellstimulation 2h 8 Vitrogengem. (V) 10min
2 DMEM+FKS 10% 3x spllen 9 Zellsusp. + V 2min

3 Trypsin 0,25% 5min 10 Kammerfillung 2min

4 Lysestopp 3sec 11 Paraffinschluss 4min
5 Zentrifugieren 5min 12 Polymerisation 3min

6 Resuspension Imin 13 Einspannen 15min
7 Zellzahlung 3min 14 Beobachten 24h

Tabelle 9: Arbeitsschritte Motilitdtsassay/Einzelzellmigration (1-7 in a und 8-14 in b)

Als Kontrolle dienen auRer der optischen Uberpriifung (Verunreinigungen des Deck-
glaschens/des OT/der Zellkultur, Verrutschen des Praparates, vorzeitige Apoptose durch
ungenugende Warmezufuhr etc.) das Auswerten der Speedhistogramme (siehe Abb. 12).
Bei normalen/erwarteten Versuchsablaufen kommt es initial zu einer stark linearen bis
exponentiellen Proliferationskurve, die sich aufgrund fehlender Nahrstoffzufuhr und Anhau-
fung von Stoffwechselprodukten zu einem plateauférmigen Verlauf andert. In die Wertung
gehen nur die ersten 24 Stunden des Beobachtungszeitraumes ein. Speedhistogramme mit
deutlich anderem Verlauf innerhalb der gleichen Versuchsreihe (gleiche Zelllinie, gleiche
Stimulanzienkonzentration) werden als Ausreil3er aussortiert und gehen nicht in die

statistische Berechnung ein.
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Abb. 12: Beispiel eines Speedhistogramms. Gezeigt sind vier gleichzeitig stattfindende Anséatze der gleichen Zelllinie (mit
einer gleich hohen Konzentration an Stimulanzien behandelt). Die Wachstumskurven des ersten, dritten und vierten
Ansatzes verlaufen nahezu identisch (zu Beginn exponentiell, spater kommt es zum Erreichen des Plateaus). Die

Wachstumskurven des zweiten Ansatzes bieten keinen ,erwarteten“ Kurvenverlauf und werden, als ,Fehlgeschlagen
eingestuft, statistisch nicht mitberucksichtigt.
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4 Ergebnisse
4.1 Immunhistochemie

Immunhistochemisch wurden an den unter 3.3 genannten Praparaten die Nachweise flr pro-
NGF und TNF-a geflhrt, erkennbar an dem roten Reaktionsprodukt. Bei den folgenden
Abbildungen wird zur besseren anatomischen Ubersicht fiir jede Gewebeunterart immer eine
HE-Farbung mit abgebildet. Zur morphologisch exakten Lokalisation von pro-NGF und TNF-
a wird die mit TBS-Puffer inkubierte Negativkontrolle ebenfalls mit abgebildet. Auf den

Nachweis von NGF oder seines Rezeptors wird in dieser Dissertation verzichtet. Dieser ist

an allen hier untersuchten Geweben schon multipel gefiihrt worden (vgl. bspw. Ribatti et al.,
2009).

Pro- NE.F‘& f‘« {‘:’&

TNF-a ~ —— Neg-Kontrolle S —

Abb. 13: Immunhistochemischer Nachweis von pro-NGF und TNF-a am corneokonjunktivalen Limbus an
Paraffinschnitten. Pro-NGF und TNF-a sind an dem roten Reaktionsprodukt erkennbar. Die Gegenfarbung erfolgte mit
Hamalaun. a: Limbus in 200—facher VergréfRerung mit positivem Nachweis von pro-NGF, b: Limbus in 200-facher
VergréRerung mit positivem Nachweis von TNF-a, ¢: Hamatoxillin-Eosin-Ubersichtsfarbung (HE) d: Negativkontrolle (TBS)
ebenfalls in 200—facher VergroRerung. Der Balken in a-d entspricht 905,2pum.

Die immunhistochemische Detektion von pro-NGF und TNF-a gelingt in allen 12 Praparaten
aus dem Bereich des corneokonjunktivalen Limbus (Abb. 13a und b). Beide Proteine kdnnen
insbesondere im Stratum basale des Epithels nachgewiesen werden. Die apikalen Anteile
des Epithels zeigen kein Vorkommen beider Faktoren. Im Stroma erkennt man eine leichte
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4 Ergebnisse

pro-NGF-Reaktivitat (Abb. 13a), besonders perivaskuléar, TNF-a ist nicht detektierbar (siehe
Abb. 13b).

In allen 12 Konjunktivae lasst sich pro-NGF immunhistochemisch nachweisen (Abb. 14a),
hier gibt es eine homogene holoepitheliale Verteilung. Die konjunktivalen Becherzellen
zeigen kein rotes Reaktionsprodukt. Auch subepitheliale Zellen im Bindehautstroma reagie-
ren positiv, insbesondere perivaskular. Ob es sich hierbei um Bindegewebszellen oder Zellen
der Immunabwehr handelt, kann nicht beurteilt werden.

Auch TNF-a ist in 12/12 Konjunktivae holoepithelial detektierbar (Abb.14b). Die Reaktivitat
des AK ist allerdings schwéacher als bei pro-NGF. Im Stroma sieht man nur gefaB3nah

einzelne positiv reagierende Zellen.

'..ﬁ. o -

- Neg-Kontrol

Abb. 14: Immunhistochemischer Nachweis an Paraffinschnitten von pro-NGF (a)
und TNF-a (b) an Konjunktivaepithel (a-d; 400-fache VergréRerung); Hama-
toxillin-Eosin-Ubersichtsfarbung (HE; c) und Negativkontrolle (TBS; d), die
Gegenfarbung erfolgte mit Hdmalaun. Der Balken in a-d entspricht 601,3pum.
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4 Ergebnisse

Am Corneaepithel sieht man im gesamten Epithel eine intensive Reaktivitat mit dem
Antikdrper gegen pro-NGF (Abb. 15a). Im Gegensatz dazu ist TNF-a eher in den basalen bis
mittleren Epithelschichten detektierbar (Abb. 15b).

- -

NF-G_ . — NegKontole —

Abb. 15: Immunhistochemischer Nachweis an Paraffinschnitten von pro-NGF (a) und TNF-a (b) an Corneaepithel (a-d;
1000-fache VergréRerung); Hamatoxillin-Eosin-Ubersichtsfarbung (HE; ¢) und Negativkontrolle (TBS; d), die Gegenfarbung
erfolgte mit Hamalaun. Der Balken in a-d entspricht 154,4pm.

Auch am Corneaendothel lassen sich pro-NGF und TNF-a nachweisen (Abb. 16a und 16b);
im Hornhautstroma kommt bis auf einzelne subepitheliale Zellen keine pro-NGF- oder TNF-
a-Reaktivitat vor (Abb. 15a, 15b, 16a und 16b).

a

TNF-a ~ —— Neg-Kontrolle —

Abb. 16: Immunhistochemischer Nachweis an Paraffinschnitten von pro-NGF (a) und TNF-a (b) an Corneaendothel (a-d;
1000-fache VergroRerung); Hamatoxillin-Eosin-Ubersichtsfarbung (HE; ¢) und Negativkontrolle (TBS; d), die Gegenfarbung
erfolgte mit Hamalaun. Der Balken in a-d entspricht 50,4um.
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Im Pterygium ist pro-NGF im Epithel detektierbar (Abb. 17a). Zusatzlich zeigen mukose
Zellen Sekretgranula, in denen sich ebenfalls pro-NGF nachweisen lasst. Im subepithelialen
Stroma reagieren nur einzelne Zellen positiv.

TNF-a ist ebenfalls im Pterygiumepithel nachweisbar (Abb. 17b), wobei besonders die
basalen Epithelzellen positiv reagieren. Becherzellen reagieren nicht mit dem AK gegen
TNF-a; das Pterygiumstroma reagiert deutlich positiver mit dem TNF-a-AK (Abb. 17b), als
mit dem AK gegen pro-NGF (Abb. 17a).

Abb. 17: Immunhistochemischer Nachweis von pro-NGF (a) und TNF-a (b) an
Paraffinschnitten eines Pterygiums (400-fache VergroRerung). Hamatoxillin-
Eosin-Ubersichtsfarbung (HE; c¢) und Negativkontrolle (TBS; d), die Gegen-
farbung erfolgte mit Hamalaun. Der Balken in a-d entspricht 217,3um.

Es folgt die unter 3.4.3 ausformulierte semiquantitative lichtmikroskopische Auswertung der
relativen Verteilung an pro-NGF und TNF-a. Unterschieden werden folgende Teilgewebe:
Epithel, Stroma und (Gefal3-) Endothel (Abb. 18).

25

a / Limbus b / Pterygium

25

Chromogenstérke
Chromogenstarke

05 |

Epithel Stroma Endothel

Epithel Endothel [

Abb. 18: Das linke Diagramm zeigt die Verteilung von pro-NGF [hellblau] und TNF-a [griin] im Limbusgewebe (a). Das
rechte Diagramm zeigt die Verteilung von pro-NGF [hellblau] und TNF-a [griin] in pterygialem Gewebe (b). In beiden
Diagrammen stellen die zwei linken Séulen das Epithel die beiden mittleren Séulen das Stroma und die beiden rechten
Séaulen das GefalRendothel dar. Die Ordinate gibt die relative Chromogenstérke wieder (+=1/++=2/+++=3).
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Wie in Abb. 18 zu sehen, ist die relative Menge von pro-NGF wie auch von TNF-a im Epithel
am hochsten, gefolgt vom Endothel. Im Stroma ist, sicher auch bedingt durch die geringere
Zelldichte insgesamt, der Gehalt an beiden Faktoren am geringsten. Vergleicht man nun in
der nachfolgenden Synopsis (Abb. 19) nicht nur die Gewebetypen (Limbus und Pterygium)
und deren Subtypen, sondern auch die relative Verteilung von pro-NGF und TNF-a darin, so
fallt auf, dass in pterygialem Gewebe relativ mehr pro-NGF und TNF-a zu finden ist, als in
normalem Augenoberflachengewebe (corneokonjunktivaler Limbus). Besonders im Gefal-
endothel des Flugelfells werden vergleichbare Konzentrationen gesehen wie sie im an sich
Jfaktorreicheren* gesunden Epithelgewebe vorkommen.

Limbus Pterygium Limbus  Pterygium Limbus  Pterygium

oo L. | | | ]

;miiﬂiliﬂ

Epithel Stroma Endothel

by
W

g%

relative Chromogenstarke
o te
1) &
I I

Abb. 19: Synopsis der IHC-Ergebnisse von pro-NGF [hellblau] und TNF-a [grun], aufgeschliusselt nach Subgeweben
(Epithel, Stroma und Endothel). Die Ordinate gibt die relative Chromogenstarke wieder (+=1/++=2/+++=3)

Es folgt eine Ubersicht beziiglich Anzahl/Nachweishaufigkeit untersuchter Proben (Tab. 10).

pro-NGF/ ) i i Cornea- Cornea- Cornea- )
Limbus Konjunktiva ) Pterygium
TNF-a epithel stroma endothel
n 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 40/40
positiv 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 40/40
negativ 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
positiv [%] 100/100 100/100 100/100 100/100 100/100 100/100

Tab. 10: Gezeigt wird die Anzahl der immunhistochemisch untersuchten Proben, die davon positiven und negativen
Nachweise sowie deren prozentuale Verteilung. Zuerst wird jeweils der Wert fir pro-NGF, danach der fur TNF-a angegeben
[pro-NGF/TNF-a].
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4.2 Immunfluoreszenz an Gefrierschnitten

Mittels Fluoreszenzimmunhistochemie wird NGF in semikonfluenten Cornealepithel-
monolayern (HCE-Zelllinie) visualisiert (Abb. 20). Dabei sieht man eine heterogene zyto-

plasmatische Verteilung mit einer perinukledren Haufung sowie einem kontinuierlichen

Quantitatsabfall zur Zellperipherie hin.

50 pm

Abb. 20: IF-Nachweis von nerve growth
factor (NGF) in Korneozyten (HCE-Zelllinie),
a und b in DAPI/NGF-Overlaytechnik, rechts
1000fache VergroRerung. Der Balken ent-
spricht ina 217,1um.

Pro-NGF lasst sich ebenfalls auf HCE-Zellen detektieren (Abb. 21a und 21c). Insbesondere
nach Subtraktion der DAPI-Kernfarbung (Abb. 21b) zeigt sich eine weitgehend zytosolische

Vorteilung mit schwacherem intranuklearem Gehalt. Als einziger Faktor fallt pro-NGF durch

seine deutlich sichtbare Membranassoziation in HCE-Zellen auf.

Abb. 21: IF-Nachweis von pro nerve growth factor (pro-NGF) in
Korneozyten (HCE-Zelllinie), a in DAPI/pro-NGF-Overlaytechnik, b als
reine DAPI-Kernfarbung. In ¢ sieht man, dass pro-NGF zytosolisch und
membranassoziiert nachweisbar ist und nur schwach nukleér auftritt.
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In HCE-Zellen zeigt TNF-a eine starke perinukleare Anreicherung (Abb. 22a und 22b). Zur
Zellperipherie hin nimmt die Menge an detektierbarem TNF-a kontinuierlich ab, eine
Assoziation zur Zellmembran wie bei pro-NGF ist nicht sichtbar. Nach Abzug der DAPI-
Kernfarbung (Abb. 22c) lasst sich ein vollstandiges intranukleares Fehlen von TNF-a klar
erkennen (Abb. 22d).

Abb. 22: Nachweis des Tumornekrosefaktors alpha (TNF-a) mittels Fluoreszenzimmunhistochemie in Korneozyten
(HCE-Zelllinie), a in DAPI/TNF-a-Overlaytechnik (roter Cy3-Antikérper) und b in DAPI/TNF-a-Overlaytechnik (gruner
FITC-Antikdrper) mit starker perinukleérer Anreicherung respektive Granulabildung, ¢ reine DAPI-Kernfarbung; in d
erscheint das TNF-a Signal rein zytosolisch, intranuklear sieht man keine Anreicherung und keine Membranassoziation.
Der Balken in b entspricht 89,3um.
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In konjunktivalen Zellrasen lassen sich fluoreszenzimmunhistochemisch lediglich pro-NGF
und NGF nachweisen. Die Quantitat von NGF nimmt von perinuklear zur Zellperipherie hin
ab (Abb. 23a). Dies ist auch bei pro-NGF der Fall (Abb. 23b), eine Membranassoziation wie
bei der HCE- Zelllinie zeigt sich nicht. Die Reaktion fur TNF- a fallt bei den HCJE- Zellen stets

negativ aus. Eine Zusammenschau tber das Vorkommen von NGF, pro-NGF und TNF-a an
HCE- und HCJE-Zellen liefert Tabelle 11.

Abb. 23: a Nachweis von NGF in HCjE-Zellen (NGF/DAPI-Overlaytechnik), gut erkennbar ist die Abnahme der
Signalstérke von perinuklear zur Zellperipherie hin, b Nachweis von pro-NGF an Konjunktivalepithelzellen (pro-NGF/DAPI-
Overlaytechnik), man sieht ein Konzentrationsgefélle vom Zellkern zur Zellmembran hin. Eine vermehrte Assoziation zur
Zellmembran findet man nicht. TNF-a konnte in HCJE-Zellen nicht detektiert werden. Der Balken entspricht in a 48,2um und
inb 122,3um.

HCE HCJE

Tab. 11: Der Nachweis fur NGF und pro -
NGF + + NGF kann mittels fluoreszenzimmun-
histochemischer Methoden an Korneo-
zyten (HCE) und konjunktivalen Zellen

pro-NGF + + (HCJE) gefuhrt werden. TNF-a hingegen
lasst sich lediglich an HCE-Zellen detek-
TNF-a, + - tieren.

Pro-NGF lasst sich an Gefrierschnitten von exzidierten Pterygien zytosolisch lokalisieren
(Abb. 24). Die Verteilung innerhalb des Zytoplasmas ist inhomogen und von granulaartigem
Charakter.

Abb. 24: Immunfluoreszenz-
chemischer Nachweis pro-
NGF in pterygialem Gewebe in
pro-NGF/DAPI-Overlaytechnik,
gut erkennbar an dem griinen
Fluoreszenzsignal. Der Balken
entspricht etwa 43,7um.
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NGF und TNF-a lassen sich auch in Pterygien detektieren (Abb. 25a-c). Das
Verteilungsmuster beider Faktoren ist zytoplasmatisch homogen (Abb. 25a und 25b), ein
Triple-Overlay beider Faktoren beweist ein morphologisch gleiches Vorkommen (Abb. 25c).
Zur besseren Kern-/Plasma-Differenzierung dient die DAPI-Kernfarbung (Abb. 25d). Eine
Ubersicht beziiglich Anzahl und Nachweish&ufigkeit der untersuchten Pterygien gibt Tabelle
12.

NGF + TNF-a  #

Abb. 25: Homogener Nachweis von NGF (a) und TNF-a (b) in DAPI-Overlaytechnik in pterygialem Gewebe; c Triple-
Overlay von DAPI/NGF/TNF-a; d einfache DAPI-Kernfarbung [Vergréf3erung 400x]; Der Balken entspricht in etwa
229.3um.

Pterygium NGF pro-NGF TNF-a
n 24 24 24
positiv 24 24 24
negativ 0 0 0
positiv [%)] 100 100 100

Tab. 12: Gezeigt wird die Anzahl der fluoreszenzimmunhistochemisch auf NGF,
pro-NGF und TNF-a untersuchten Pterygien, die davon positiven und negativen
Nachweise sowie deren prozentuale Verteilung.
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4.3 Bromodesoxyuridin-Proliferationsassay

Wenn die Zellrasen in den 96-Well-Platten zu 60-70% konfluent gewachsen sind, werden sie
fur 2h in FKS-freiem Medium mit NGF/pro-NGF/TNF-a in steigenden Dosen bei 37T
inkubiert. Die Kontroll-Wells werden lediglich mit der gleichen Menge an FKS-freiem Medium
bebrutet.

4.3.1 Auswirkungen von NGFE

Bei HCE-Zellen kommt es zu einer mit steigender applizierter NGF-Dosis nahezu linear
zunehmenden Inhibition der Zellproliferation (Abb. 26). Diese signifikante Wachstumshem-
mung tritt schon in niedrigen Dosen (10ng/ml) auf und setzt sich im supraphysiologischen
Bereich (2500ng/ml) fort. Die Proliferationsrate wird hierbei um 67,5% gesenkt.

1.2

HCE + NGF
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Abb. 26:

Sinkende Proliferationsraten
nach Stimulation von HCE-
Zellen mit steigenden Kon-
zentrationen von NGF

Extinktion E 405nm vs. 492nm
o
N

Kontrolle  10ng/ml 50ng/ml  250ng/ml 2500ng/ml

Bei den HCjE-Zellen kommt es nach Applikation von 10ng/ml NGF zu einer signifikanten
Senkung der Proliferationsrate um 18,6%. Supraphysiologische Konzentrationen (250-
2500ng/ml) von NGF senken die Wachstumsrate um etwa 27,7% (siehe Abb. 27).

1.2

HCJE + NGF
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Abb. 27:

Sinkende Proliferationsraten
nach Stimulation von HCJE-
Zellen mit steigenden Kon-
zentrationen von NGF

0,2

Extinktion E 405nm vs. 492nm

Kontrolle ~ 10ng/ml 50ng/ml  250ng/ml 2500ng/ml
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4.3.2 Auswirkungen von pro-NGF

Werden HCE-Zellen mit pro-NGF in Konzentrationen zwischen 10-500ng/ml inkubiert, zeigt
sich eine moderate nicht dosiskorrelierende Reduktion der Proliferationsrate um etwa
26,75% (siehe Abb. 28). Steigert man die Stimulationsdosis auf deutlich supraphysiologische
Werte (5000ng/ml), reduziert sich die Wachstumsrate um 64%.

12
HCE + pro-NGF

*% *k% *kk *kk *k%k

Abb. 28:

Sinkende Proliferationsraten
nach Stimulation von HCE-
Zellen mit steigenden Kon-
zentrationen von pro-NGF

Extinktion E 405nm vs. 492nm

Kontrolle  10ng/ml  20ng/ml 100ng/ml 500ng/ml 5000ng/ml

Bei den HCjE-Zellen zeigt sich bei 10ng/ml keine signifikante Hemmung der Proliferation
(siehe Abb. 29). Erst hthere Mengen (20-5000ng/ml) reduzieren die Wachstumsrate signi-
fikant um 24-39%.
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Abb. 29:

Sinkende Proliferationsraten
nach Stimulation von HCjE-
Zellen mit steigenden Kon-
zentrationen von pro-NGF

Extinktion E 405nm vs. 492nm
o
N}

Kontrolle 10ng/ml 20ng/ml 100ng/ml 500ng/ml 5000ng/ml
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4.3.3 Auswirkungen von TNE- o

HCE-Zellen werden durch TNF-a signifikant positiv im Sinne eines Anstiegs der Proli-
ferationsrate beeinflusst. Dies trifft insbesondere fir niedrige (physiologische) Konzen-
trationen (10ng/ml) zu, es kommt zu 74% mehr Zellwachstum (Abb. 30). Erhdéht man die
Konzentration von TNF-a um das 2- bis 6-fache, so zeigt sich lediglich noch ein Anstieg der

Proliferationsrate von 15-39%.
2,5

*% *% *kk *% *% *

HCE + TNF- a

I

Kontrolle 10ng/ml 20ng/ml 30ng/ml 40ng/ml 50ng/ml 60ng/ml

Abb. 30: Erhéhte Proliferationsraten nach Stimulation von HCE-Zellen mit steigenden Konzentrationen von TNF-a.

Extinktion E 405nm vs. 492nm

TNF-a bewirkt bei HCjE-Zellen in physiologischen Dosen von 10ng/ml einen Anstieg der
Wachstumsrate von 69%, wenn man als Signifikanzgrundlage a = 10 setzt (das Kon-
fidenzintervall also 90 ist, siehe Abschnitt 3.6.3 [(*) = p < 0,1]). Hoéhere Dosen an TNF-a (20-
60ng/ml) bewirken bezlglich des positiven Effektes auf die Proliferationsrate einen nahezu

linearen Abfall. Bei Faktor 6 wird der Kontrollwert erreicht (siehe Abb. 31).
2,5

) (") ) )

HCJE + TNF- a

Kontrolle 10ng/ml 20ng/ml 30ng/ml 40ng/ml 50ng/ml 60ng/ml

1,5

0.5 -

Extinktion E 405nm vs. 492nm

Abb. 31: Erhdhte Proliferationsraten nach Stimulation von HCJE-Zellen mit steigenden Konzentrationen von TNF-a.
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4.4 Motilitatsassay/Einzelzellmigration

Werden Motilitatsassays mit 24-stiindiger Beobachtung der Einzelzellmigration durchgefihrt,
so lasst sich feststellen, dass HCE-Zellen durch keinen der applizierten Faktoren in ihrem
Migrationsverhalten beeinflusst werden. Dabei zeigen sich keine signifikanten Unterschiede,
ob mit physiologischen (10ng/ml) oder supraphysiologischen (250-500ng/ml) Konzentra-
tionen stimuliert wird (Abb. 32).

HCE

|||P|nr——-—*

Abb. 32: Einzelzellmigration von HCE-Zellen nach 2-stiindiger Stimulation mit pro-NGF (hellblau), NGF
(dunkelblau) und TNF-a (griin) in steigenden Dosierungen [10ng/ml; 50ng/ml; 250ng/ml; 500ng/ml]. Zur Kontrolle
werden Proben mit und ohne 10%igen FKS-Zusatz mitgefuhrt.
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Werden HCJE-Zellen nach Stimulation mit NGF, pro-NGF und TNF-a auf ihr Migrations-

verhalten untersucht (Abb. 33), zeigt sich kein Unterschied zwischen den einzelnen Faktoren

respektive den Konzentrationen (10-500ng/ml). Verglichen mit einer unstimulierten Kontroll-

zellpopulation (in der dem Stimulationsmedium 10% FKS zugesetzt wird), scheinen pro-

NGF, NGF und TNF-a mdoglicherweise sogar die Zellmotilitdt zu inhibieren. Die Versuchs-

reihe mit dem Zusatz von 10% FKS kann hier somit als Positivkontrolle fir den Versuchs-

aufbau gelten.
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Abb. 33: Einzelzellmigration von HCJE-Zellen nach 2-stindiger Stimulation mit pro-NGF (hellblau), NGF
(dunkelblau) und TNF-a (griin) in steigenden Dosierungen [10ng/ml; 50ng/ml; 250ng/ml; 500ng/ml]. Zur Kontrolle
werden Proben mit und ohne 10%igen FKS-Zusatz mitgefihrt. Bei den HCJE-Zellen steigert der Zusatz von FKS
signifikant die Zellmotilitat.

46



5 Diskussion

5 Diskussion

5.1 Expression und Funktion der Neurotrophine in der Bindehaut

NGF konnte mittels immunhistochemischer Detektion bereits an normaler und entziindeter
Konjunktiva hachgewiesen werden (Lambiase et al., 1998; DiGirolamo et al., 2008; Ribatti et
al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde nun erstmals der immunhistochemische Nach-
weis fur pro-NGF in der Konjunktiva erbracht. Vergleicht man gesunde Bindehaut mit
Pterygien, dann kommen NGF und der TrkA-Rezeptor vermehrt im Endothel vor (Ribatti et
al., 2009). Die gefundenen NGF-Konzentrationen korrelieren positiv mit der mikrovaskularen
Dichte des untersuchten Gewebes (Ribatti et al., 2009). Die Autoren postulieren hier eine
autokrine Verbindung zwischen NGF/TrkA-Rezeptor und eine vermehrte Angiogenese.
Eigene Befunde zeigen eine vermehrte Anreicherung von pro-NGF nicht nur im Endothel,
sondern auch im Stroma und im Epithel. Dabei sind die semiquantitativ erfassten Werte in
konjunktivalem Gewebe immer niedriger als im Pterygium. Generell scheint die Verteilung
der Neurotrophine insgesamt im Epithel hdher zu sein und im Stroma nur bei akuten Entzin-

dungsreaktionen zu akzelerieren (Lambiase et al., 1998).

Fiar pro-NGF kann in Analogie dazu das Gleiche gezeigt werden: Bei allen untersuchten
Praparaten findet man im Epithel die starkste Immunreaktivitat; im konjunktivalen Stroma
hingegen nur wenig. Verglichen mit Pterygien, sieht man einen Anstieg der pro-NGF-
Konzentration auch im Stroma. Ob pro-NGF nun Uber die Stromagefalie antransportiert wird
oder aber transepithelial ins Stroma diffundiert ist unklar. Der p75-Rezeptor kommt vermehrt
im basalen Epithel von Konjunktiva, Limbus und Pterygium vor, der TrkA-Rezeptor zudem in
der Kornea (DiGirolamo et al., 2008). Diese Befunde korrelieren mit der vermehrten immun-
histochemischen Detektion von pro-NGF im Stratum basale des corneokonjunktiven Limbus.
Rios et al. (2007) konnten NGF und seine Rezeptoren mittels Western Blot und Immun-
fluoreszenz in Bindehduten von Ratten nachweisen (Rios et al., 2007). Im Rahmen dieser
Dissertation gelang mit immunfluoreszenzchemischen Methoden sowohl der Nachweis von
NGF, als auch von pro-NGF an humanen Bindehautzellen. Hierbei ergibt sich der Verdacht
auf ein Konzentrationsgefalle von perinuklear zur Zellperipherie hin. Ob dies auf eine direkte
Syntheseleistung von pro-NGF/NGF durch HCJE-Zellen schlieBen lasst, missen weitere

Untersuchungen klaren.

Neurotrophine werden in entziindeten Geweben vermehrt exprimiert. Dies trifft auch fir die
vernale Konjunktivitis zu (Micera et al., 2007; Lambiase et al., 1997b). Hierbei reguliert NGF
die Typ | Kollagenbildung herunter und es werden vermehrt p75 und Substanz P detektiert.

Man nimmt an, dass NGF fir das tissue remodeling eine entscheidende Rolle spielt (Micera
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et al., 2007). Auch bei Patienten, die an Asthma bronchiale leiden, lassen sich erhdhte
Konzentrationen an NGF nachweisen. Hierbei besteht eine positive Korrelation mit einer
steigenden Anzahl von T,-Helferzellen, Mastzellen und Eosinophilen, von denen es produ-
ziert und sezerniert wird. Konsekutiv steigt die Neurotrophinrezeptordichte in entziindeten
Bindehautarealen (Bonini et al., 2002). Eine NGF-Antikorpergabe bremst hier lokale
Entzindungen des oberen Respirationstraktes merklich (Bonini et al., 2002). Wenn die
Konjunktiva nur partiell entziindet ist, wie sie es z.B. im Rahmen von juvenilen Bindehautnavi
sein kann, findet man erhdhte Konzentrationen von NGF und seinen Rezeptoren lediglich in
diesem Bereich (Levi-Schaffner et al., 2002). Die immunhistochemisch detektierten deutlich
hoéheren Konzentrationen an pro-NGF in pterygialen Geweben ergédnzen und erharten
demnach die Befunde von Bonini et al. (2002) und Levi-Schaffner et al. (2002).

In Bezug auf die Funktion der Neurotrophine im Bereich der Konjunktiva ist bekannt, dass
NGF in HCJE-Zellen IL-10 freisetzt und TLR4 sowie TLR9 hochreguliert (Micera et al., 2009).
Auswirkungen auf die Zellproliferation wurden von der Arbeitsgruppe Rios (2007) nicht
gesehen (Rios et al., 2007). Eigene Befunde zeigen jedoch sowohl fir NGF, als auch fir pro-
NGF eine signifikante dosiskorrelierende Proliferationsinhibition in HCjE-Zellen. Lambiase
(2009) weist mittels BrdU-Assay eine steigende Zellzahl, mittels RT-PCR eine steigende
MRNA-Menge sowie eine steigende Muzinfreisetzung nach (Lambiase et al., 2009b). Aller-
dings wird auch ein gehauftes Auftreten von Apoptosen beschrieben, sodass sich die Frage
stellt, wie lange die Neurotrophine proliferationssteigernd wirken. Moglicherweise bewirken
ein Uberangebot oder eine verlangerte Einwirkzeit, dass anstelle des TrkA-Rezeptorweges

vermehrt Uber den p75-Signaltransduktionsweg Apoptose vermittelt wird.

NGF wirkt Uber TGF-B auf Fibroblasten der Bindehaut faserbildend und sorgt fur eine
erhdhte Konversion von Fibroblasten zu Myofibroblasten sowie zur vermehrten Migration
derselben (Micera et al., 2005). Eigenen Beobachtungen zufolge haben weder NGF noch
pro-NGF einen signifikanten Effekt auf die Motilitdt von HCJE-Zellen. Auch bei Patienten mit
trockenem Auge wird NGF hochreguliert (Lee et al., 2006). Bremst man die Entzindung mit
0,1%igen prednisolonhaltigen Augentropfen, kann man hier nicht nur die klinischen Entzin-
dungszeichen dampfen, sondern es sinkt auch nachweislich die NGF-Menge ab (Lee et al.,
2006). Versuche, bei Pterygiumpatienten die NGF/pro-NGF Konzentrationen durch Cortico-

steroide zu beeinflussen, kénnten hier wegweisend sein.
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5.2 Expression und Funktion der Neurotrophine in der Hornhaut

NGF konnte zunachst von Lambiase (2000) in der Cornea von Ratten mittels Immun-
histochemie, FISH, RT-PCR und ELISA nachgewiesen werden. Die Arbeitsgruppe zeigte,
dass NGF dort auch gespeichert und sezerniert wird (Lambiase et al., 2000). 2002 wurden
NGF und der TrkA-Rezeptor in der menschlichen Cornea, der Iris, dem Ziliarkérper und der
Linse detektiert (Lambiase et al., 2002). Dabei wurde gezeigt, dass NGF von den Zellen
dieser Gewebe produziert und aktiv in das Kammerwasser abgegeben wird (Lambiase et al.,
2002). Micera konnte 2006 beide Rezeptoren (TrkA und p75) in der Cornea nachweisen und
die Arbeitsgruppe um Qi detektierte NGF im Limbusepithel mittels immunhistochemischer
Methoden (Micera et al., 2006; Qi et al., 2007). Sornelli et al. (2010) konnten kirzlich NGF in
humanen Corneozyten nachweisen und postulieren, dass diese NGF produzieren und
freisetzen (Sornelli et al., 2010). In der vorliegenden Arbeit gelingt der Nachweis von NGF
und erstmals auch von pro-NGF mittels Immunfluoreszenz an humanen Cornea-
epithelzellen. Hierbei zeigt sich fur pro-NGF eine ausgepragte Assoziation zur Zellmembran.
Demzufolge liegt es nahe, dass die sezernierten Neurotrophine autokrin auf ihre Ursprungs-

gewebe wirken.

Ein groRes und derzeitig sehr aktuelles Forschungsfeld stellt die Wirkung von NGF bezlglich
der Therapie cornealer Ulzera dar. Lange schon ist bekannt, dass topisch appliziertes NGF
corneale Ulzera in Tierversuchen (Ratten, Kaninchen) schneller zur Ausheilung bringen kann
(Aloe et al.,, 2008; Micera et al.,, 2006; Lambiase et al., 2000). Setzt man corneale
Verletzungen, wird in diesen Abschnitten mehr NGF gefunden (Micera et al., 2006). In
Analogie dazu konnte gezeigt werden, dass die Gabe spezifischer NGF-Antikdrper (auch
Bevacizumab als VEGF-Antikorper) die Heilungsdauer deutlich verlangert und die Mengen
an NGF und VEGF deutlich absinken (Lambiase et al., 2000; Kim et al., 2010). Pro-NGF
konnte mit immunhistochemischen Techniken sowohl im Corneaepithel, als auch im
Corneaendothel nachgewiesen werden. Da insbesondere das Epithel haufig Traumata und
Umbaureaktionen unterliegt, konnte dies, in Analogie zu den Befunden von Aloe et al.
(2008), Micera et al. (2006) und Lambiase et al. (2000), ein Hinweis daflr sein, dass auch

pro-NGF an der Ausheilung derartiger Verletzungen beteiligt ist.

Die Heilungspotenz von NGF hingegen scheint grundsatzlich belegbar zu sein und
unabhangig von der spezifischen Noxe. So sprechen auch neuropathische Keratitiden
(Bonini et al., 2000) und Ulzera, die nach Trigeminusausfall entstehen, gut auf eine lokale
Therapie mit NGF an (Lambiase et al., 2007b). Als Nebenwirkungen werden lediglich eine
leichte konjunktivale Hyperamie und passager erhdhte Lichtempfindlichkeit gesehen

(Lambiase et al.,, 2007b). Bei Herpeskeratitiden ist die Applikation von NGF der herkém-
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mlichen Therapie mit Aciclovir mdglicherweise nicht unterlegen (Lambiase et al., 2007b).
Eine Herunterregulation von NGF und dem p75-Rezeptor sowie ein ganzliches Fehlen
lassen sich auch beim Erkrankungsbild des Keratokonus nachweisen. Hierbei ist das Protein
Sp3 (ein Gentranskriptionsfaktor) hochreguliert und man nimmt an, dass Sp3-Isoformen das
NGF-Signal steuern konnen (Lambiase et al., 2005a). Die migrationsfordernde Wirkung von
NGF auf Fibroblasten wurde bereits erwahnt (Micera et al, 2006; Micera et al., 2001). Auf
HCE-Zellen haben beide untersuchten Neurotrophine allerdings keine Auswirkungen, wie die
vorliegenden Befunde belegen. Micera et al. (2001) beschreiben, dass NGF die Proliferation
von Haut- und Lungenfibroblasten nicht steigert (Micera et al., 2001). Dieser Effekt kann fur
pro-NGF und NGF an HCE-Zellen in niedrigen Dosen bestétigt werden, in héherer Dosierung

sieht man sogar eine deutliche Wachstumsinhibition.

5.3 Allgemeine Expression und Funktion der Neurotrophine am

menschlichen Auge

Es ist gezeigt worden, dass die Neurotrophine NGF und pro-NGF eine wichtige Rolle an der
Augenoberflache spielen. Daher ist davon auszugehen, dass Entwicklung, Differenzierung
und Modifikation mitunter maf3geblich von der Anwesenheit dieser beiden Wachstums-
faktoren beeinflusst werden. Neurotrophine und ihre Rezeptoren werden auf3er in Cornea
und Konjunktiva in Tranendriise und Tranenflissigkeit nachgewiesen (Ghinelli et al., 2003).
Man kann also postulieren, dass es physiologisch zu einer Benetzung der gesunden
Augenoberflache kommt (Nguyen et al., 1997). Bei Patienten mit trockenem Auge verbessert
NGF nach topischer Applikation Parameter wie Schirmertest, tear-break-up-time etc.
signifikant (Coassin et al., 2005) und scheint somit auch fir die Tranenbildung selbst von
Bedeutung zu sein (Muzi et al., 2010). NGF kann sogar, wenn es im Serum und in der
Tranenflissigkeit von Patienten mit diabetischer Retinopathie bestimmt wird, als Verlaufs-
parameter dienen. Es besteht eine gute Korrelation zwischen den gemessenen NGF-
Konzentrationen und der Erkrankungsschwere (Park et al., 2008). Da NGF nach syste-
mischer Applikation nicht die Blut-Hirn-Schranke Gberwinden kann, ist eine topische Gabe
(z.B. als Augentropfen) vorzuziehen (Lambiase et al., 2010). Dabei diffundiert NGF nicht nur
bis in die hinteren Augenabschnitte wie Retina und Nervus opticus, sondern dringt auch in
die vorderen Hirnabschnitte (Nucleus basalis und Septum pellucidum) ein. Die Augenober-
flache kann also als vollkommen neuer galenischer Applikationsweg in der Behandlung,
beispielsweise fur Alzheimer- oder Parkinsonerkrankung, angesehen werden (Lambiase et
al., 2007a; Lambiase et al., 2010).
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Wiederkehrende Erhdhungen des Augeninnendrucks fuhren letztendlich zum Erkran-
kungsbild des Glaukoms und zur Erh6hung der Neurotrophinmenge im Kammerwasser
(Lambiase et al., 1997a). Widerspriichliche Angaben findet man in der absoluten NGF-
Menge in der Netzhaut (Sposato et al., 2008; Coassin et al., 2008), topisch appliziert hilft
NGF allerdings, den retinalen Ganglienzellverlust beim Glaukom zu minimieren
(Colafrancesco et al., 2010) und die funktionellen Sehparameter (Schéarfe, Kontrast etc.) zu
verbessern (Lambiase et al., 2009). Der Grund dafir scheint darin zu bestehen, dass der
TrkA-Rezeptorweg deutlich reduziert ist (Sposato et al.,, 2008), wohingegen der p75-
Rezeptorweg Ubermafig stark benutzt wird (Coassin et al., 2008). Eine NGF-Antikdrpergabe
erbringt genau den entgegengesetzten Effekt (Lambiase et al., 1997a). Eine lokal-
oberflachliche Gabe scheint einer intraokuléaren Injektion nicht unterlegen zu sein (Lambiase
et al., 2005a). Auch bei der Retinitis pigmentosa Uberleben unter einer NGF-Therapie mehr
Photorezeptoren (Lenzi et al., 2005). Dieser Effekt scheint Uber die konsekutive Freisetzung
von BDNF, BFGF, TGF-B, VEGF und das Neuropeptid Y mediiert zu werden (Lenzi et al.,
2005). Es wird auch die Hypothese diskutiert, dass es durch fehlerhaftes posttranslationales
Prozessieren von pro-NGF zu NGF zu retinalen Dystrophien kommt (Srinivasan et al., 2004).
Degenerieren nicht nur die ersten Ganglienzellen der Retina, sondern auch die Axone der
dritten Ganglienzellschicht, die den Nervus opticus bilden, bezeichnet man dies als
Optikusdegeneration. Diese tritt klassischerweise bei der Multiplen Sklerose auf und man
findet hier ebenfalls vermehrt NGF und den TrkA-Rezeptor (Micera et al., 1999). Auch in der
Linse kommt NGF vor. Einerseits ist es bei Ratten mit einer bestehenden Katarakt quantitativ
vermindert, andererseits lassen sich durch die Gabe von NGF-Antikorpern Katarakte in
gesunden Linsen erzeugen (Ghinelli et al., 2003). Auf die Moglichkeit, NGF direkt auf die
Augenoberflache zu verabreichen, wurde bereits mehrfach hingewiesen. Neuere Erkennt-
nisse weisen darauf hin, dass auch bei altersbedingter Makuladegeneration eine Verbes-
serung des Krankheitsbildes zu erwarten ist (Lambiase et al., 2009c). Die Detektion von NGF
und pro-NGF an HCE-/HCjE-Zellen, Konjunktiva, Cornea und Pterygium (durch Immun-
histochemie und -fluoreszenz) unterstreicht die Wichtigkeit dieser Neurotrophine fur die
Intaktheit der Augenoberflache. Der topisch applizierten Konzentration sind allerdings
Grenzen gesetzt, wie die Proliferationstests zeigen. Supraphysiologische Konzentrationen
kénnten die zelleigenen Reparaturmechanismen von Heilung hin zu Apoptose umpolen. Eine
Lyse oder die Entstehung von Tumoren wird eher nicht beginstigt, wie die Zellmotilitats-

assays zeigen.
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5.4 Expression und Funktion von TNF-a an gesunden Zellen und
Geweben der Augenoberflache

Der Nachweis von TNF-a dient in der vorliegenden Arbeit nicht nur als Positivkontrolle fur die
einzelnen Experimente. Schon lange ist bekannt, dass TNF-a die NGF-Synthese positiv
beeinflussen kann (Aloe et al., 1999; Blasing et al., 2005). Aufgrund dieser Verknipfungen
wird vielmehr ein Vergleich zwischen pro-NGF/NGF und TNF-a beziglich morphologischer
Expression sowie funktionellen Einflissen angestrebt. Verglichen wurden die histologisch/
zellulare Lokalisation mittels (Fluoreszenz-)immunhistochemie und das Wachstums- und

Motilitdtsverhalten von Horn- und Bindehautzellen.

An der Konjunktiva gelingt der Nachweis von TNF-a an allen untersuchten Gewebeproben.
Dies weist daraufhin, dass TNF-a an der Bindehaut wichtige immunologische Funktionen
erfullt. Insbesondere im basalen Epithel kann TNF-a detektiert werden. Apikal, perivaskular
und im Stroma lasst es sich nicht nachweisen. Ob dies den Schluss zulasst, dass TNF-a im
regenerativen Bereich der Konjunktiva auch gebildet wird oder doch (trotz fehlendem
perivaskularem Nachweis) hAmatogen hierher gelangt, ist unklar. Im Widerspruch dazu kann
der fluoreszenzimmunhistochemische Nachweis an HCJE-Zellen nicht erbracht werden. Dies
erhartet die Moglichkeit des ha&matogenen Antransportes von TNF-a. Denn wenn das
Stratum basale von HCJE-Zellen in der Lage ware, TNF-a zu synthetisieren, sollte es sich
auch in der Zellkultur nachweisen lassen. Im Gegenzug dazu muss naturlich auch an einen
methodischen Fehler bei der Versuchsdurchfiihrung gedacht werden. Funktionell betrachtet
fuhren physiologische Dosen von TNF-a an HCJE-Zellen zu einem Anstieg der Proliferations-
rate von fast 70%. Bei der Applikation hoherer Dosen sinkt dieser Effekt nahezu linear ab.
Als wichtigste Funktionen von TNF-a werden in der Literatur die Zellproliferation und
Zelldifferenzierung einerseits sowie die Apoptose andererseits genannt (Hehlgans et al.,
2005). Bei 60ng/ml unterscheiden sich die untersuchten Proben nicht mehr von der
unstimulierten Kontrolle. Man kann postulieren, dass sich bei dieser Dosis das Gleichgewicht
zwischen Zellwachstum und Zelluntergang gerade die Waage halt. Von Versuchen mit
supraphysiologischen Dosen (bspw. 100ng/ml oder héher) wirde man eine signifikante
Proliferationsinhibition erwarten. Die von TNF-a vermittelten Effekte haben keinen positiven
Einfluss auf die Zellmotilitat von HCjE-Zellen. Das mag daran liegen, dass Konjunktiva-
epithelzellen ortstandige Zellen sind. Denn auf Abwehrzellen des Immunsystems utbt TNF-a

einen stark migrationsfordernden Effekt aus (Hehlgans et al., 2005).

An allen untersuchten Corneae lasst sich TNF-a in Analogie zur Konjunktiva detektieren.
Auch hier zeigt sich in den basalen bis mittleren Epithelzellreihen eine TNF-a-Expression, die

apikal und im Hornhautstroma fehlt. Endothelial kommt es ebenfalls vor. Fremdkérper und
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mikrobielle Erreger kommen zumeist im Bereich der Hornhaut in Kontakt mit der
Augenoberflache. Da grofere Mengen TNF-a durch Lipopolysaccharide (ein bakterielles
Produkt) freigesetzt werden (Hollander et al., 2005), war der positive Nachweis insbesondere
an der Corneaepithelseite zu erwarten. Im Gegensatz zu den HCJE-Zellen lasst sich der
Nachweis von TNF-a an Keratinozyten der Cornea fluoreszenzimmunhistochemisch
belegen. Man findet eine ausgepragte perinukleare Anreicherung im Sinne einer Granula-
bildung. Intranuklear und zur Zellperipherie hin fehlt das Antikérpersignal vollstandig. Wenn-
gleich Horn- und Bindehaut teils &hnliche Gestalt aufweisen, zeigt sich doch hier klar eine
Differenz beziglich physiologischem Anspruch und Funktion: Das gefaf3freie Hornhaut-
gewebe (Lang et al., 2004) ist bei fehlender Moglichkeit eines hamatogenen Antransportes
von TNF-a auf eine Eigensynthese angewiesen. Diese Hypothese wird durch die deutlich
sichtbare Granulabildung im zellorganellreichen (perinukledren) Bereich bei vollstandigem
intranuklearem Fehlen untermauert. Hornhautverletzungen muissen schnell ausheilen, um
Stérungen des Sehens durch Tribungen oder Brechkraftverluste zu vermeiden. Da
Fremdkorper aseptische und Bakterien septische lokale Entziindungen hervorrufen, wird
TNF-a immer freigesetzt (Hehlgans et al., 2005). An HCE-Zellen steigert TNF-a die Prolifera-
tionsrate in physiologischen Dosen signifikant um fast 75%. Wie schon bei den HCJE-Zellen
beschrieben, kommt es bei supraphysiologischer Dosissteigerung zu einem Abfall der
Wachstumsrate durch vermehrte Apoptoseinduktion. Auch auf (normalerweise orts-
standigen) Keratinozyten der Cornea ubt TNF-a wie schon die Neurotrophine keinen
motilitatssteigernden Effekt aus. Hierbei ist anzumerken, dass dies physiologisch auch nicht

sinnvoll ist und somit einen erwartbaren Befund darstellt.

5.5 Expression und Funktion von NGF/pro-NGF/TNF-a im Pterygium

Das Vorkommen und die moglichen Auswirkungen von Neurotrophinen auf das Pterygium
sind bislang kaum untersucht. Hier bleibt nur die Mdglichkeit, nach Analogien in verwandten
Krankheitsbildern zu suchen. So lassen sich beispielsweise NGF und seine Rezeptoren in
retinalen Myofibrobasten nachweisen (Minchiotti et al., 2008). Diese Myofibroblasten werden
fur die Bildung hypertropher Narben verantwortlich gemacht. Hier kdnnten sich Therapie-
ansatze nach Pterygiumchirugie im Sinne einer Rezidivprophylaxe ergeben. In der
vorliegenden Arbeit kann der Nachweis von NGF mittels fluoreszenzimmunhistochemischer
Methoden eindeutig gefihrt werden. Es zeigt sich eine homogen zytoplasmatische
Verteilung. Diese Ergebnisse korrelieren positiv mit den Befunden von Ribatti et al., die NGF
und seine Rezeptoren immunhistochemisch detektieren konnten (Ribatti et al., 2009). Wie

bereits erwéahnt, hilft NGF beim Glaukom, den retinalen Ganglienzellverlust zu minimieren
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(Lambiase et al., 2009a). Auch beim Pterygium handelt es sich um eine degenerative
Erkrankung, sodass auch hier Heilungspotential vermutet werden kann. Interessant ist, dass
auch in Amnionmembranen, die zum Teil als freies Transplantat nach Hornhautchirurgie
(z.B. Pterygiumexzision mit Defekt) Verwendung finden, NGF und seine Rezeptoren nach-

weisbar sind (Coassin et al., 2006).

Von pro-NGF weil3 man, dass es insbesondere nach Hirnverletzungen apoptotisch wirkt
(Harrington et al., 2004). Wenn man die Bindung pro-NGF/p75 mit selektiven Antikérpern
|0st, lassen sich diese Apoptosen signifikant verhindern. Mdglicherweise kénnten pro-NGF-
AK verhindern, dass Limbusstammzellen oder die Bowmannlamelle durch von bekannten
Noxen (siehe 1.5.5) gesetzten Schaden untergehen. Immunhistochemisch kann pro-NGF
holoepithelial ohne quantitative Abstufungen detektiert werden. In den schleimbildenden
pterygialen Becherzellen zeigen sich pro-NGF-positive Sekretgranula. Auch in Gefrier-
schnitten besitzt die inhomogen-zytosolische pro-NGF-Expression einen granulaartigen
Aspekt. Subepithelial reagieren nur vereinzelte Zellen positiv. Damit stellt sich in Analogie zu
den Befunden von TNF-a in der Cornea die Frage, ob die epitheleigene pro-NGF-Synthese
nicht wahrscheinlicher ist, als ein Antransport auf hAmatogenem Wege. Vergleicht man aber
die relative Chromogenstarke von pterygialen GefdRendothelien und gesundem Limbus-
epithelgewebe, zeigt sich kein Konzentrationsunterschied mehr. Die fir Pterygien typische
vermehrte Vaskularisation konnte also durchaus durch steigende pro-NGF-Konzentrationen
erklarbar sein. Kongruente Befunde fir VEGF wurden bereits 2005 von der Arbeitsgruppe
um Gebhardt erhoben (Gebhardt et al., 2005). Spiegelbildlich argumentiert konnte die
vermehrte Angiogenese naturlich auch selbst eine reflektorische Konzentrationserhéhung

von pro-NGF im Sinne einer gewollten Apoptose mitbedingen.

Auch TNF-a ist als Entziindungsmediator in allen untersuchten Pterygien (fluoreszenz-)
immunhistochemisch detektierbar. Hierbei zeigt sich eine Betonung der Expression im
Stratum basale, wohingegen die mukodsen Zellen nicht an der TNF-a-Synthese beteiligt zu
sein scheinen. An Gefrierschnitten konnte mittels der Triple-Overlay-Technik ein histologisch
gleiches Expressionsmuster beziglich TNF-a und NGF bewiesen werden. Diese enge Ver-
knipfung korreliert mit den Befunden der Arbeitsgruppe Hong et al. (2008). Hier konnte
gezeigt werden, dass in Pterygien die Neurotrophine CTNF und NT-4/5 nach Stimulation mit
TNF-a vermehrt detektiert werden konnten (Hong et al., 2008).

Das Pterygium stellt aufgrund seines lokal invasiven Charakters ein semimalignes Gewebe
dar. Unklar ist, welche Faktoren dazu fihren, dass primar gesunde Zellen der Augen-
oberflache ihren angestammten Organverbund verlassen und zu anderen Orten wandern.

Daher sind Migrations-/Zellmotilitatsversuche mit HCE- und HCjE-Zellen durchgefiihrt
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worden. Pro-NGF/NGF und TNF-a haben keinen signifikanten Einfluss auf die Zellmotilitat.
Dies erhartet (unter Einbeziehung der unter 1.5.5 durch Literaturrecherche herausgear-
beiteten Risikofaktoren) die Hypothese, dass Pterygien eher dem degenerativen Krankheits-
spektrum zuzuordnen sind. Wenn auch das klinisch-makroskopisch sichtbare Gewebsplus
einen tumorahnlichen Anschein haben kann, treten doch bei fehlender Metastasierungs-

tendenz echte neoplastische Aspekte in den Hintergrund.

5.6 Mdoglicher therapeutischer Einsatz in der Ophthalmologie

GrolRRe Teile des Auges sind als vorgeschobene Hirnanteile zu verstehen, deswegen liegt die
Vermutung nahe, dass einerseits Proliferation an die Anwesenheit von NGF gebunden ist,
andererseits auch Fehlwachstum aufgrund einer pro-NGF-/NGF-Dysbalance entstehen
kénnte. Ein Beispiel von diesem sogenannten Fehlwachstum stellt das Pterygium des Auges
dar (siehe auch Kapitel 1.5), dessen einzige Heilung derzeit durch eine Operation mdglich
ist. Nicht alle Patienten sind operationsfahig. Dies kann einerseits technisch durch Lokal-
komplikationen oder funktionell-inoperabel aufgrund eines moribunden Habitus bedingt sein.
Andererseits kann den Patienten gerade in Entwicklungs- und Schwellenlandern haufig keine
chirurgische Intervention angeboten werden. Da man ferner die Operation und die damit
verbundenen Risiken gerne umgehen mochte, ware eine lokale, nicht-invasive
Therapiemdglichkeit verstandlicherweise eine interessante Alternative. Diese kdnnte in Form
einer Augensalbe, Tropfen oder eines Gels bestehen. Enthalten sollte ein Stoff sein, der die
Proliferation des pterygialen Gewebes deutlich hemmt, bestenfalls sogar zu einer
Regression fuhrt, ohne dabei das natirlich vorkommende Gewebe zu schadigen. Der Nach-
weis von pro-NGF und NGF wird in der vorliegenden Arbeit sowohl an normalem Gewebe,
als auch im Pterygium erbracht. Die in vitro Zellkulturexperimente an Konjunktiva- und
Corneaepithelzelllinien zeigen, dass die Wirkung beider Proteine eine signifikante
Proliferationsinhibition bewirkt. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch lokal (in vivo) an
pterygialem Gewebe appliziert, eine proliferationshemmende Wirkung moglich wéare. Hieraus

konnte sich letztendlich eine klinisch nutzbare supportive Therapieoption ergeben.

TNF-a ist ebenfalls an der Augenoberflache nachweisbar, insbesondere in Pterygien. Dies
war bei der haufig gleichzeitig ablaufenden Begleitentziindung zu erwarten. Auf Cornea- und
Konjunktivaepithelzellen des Auges wirkt TNF-a proliferationssteigernd. Es ist daher
anzunehmen, dass TNF-a auch fir die Massenzunahme von Pterygien eine Rolle spielt.
Interessant ware es herauszufinden, ob TNF-a-Blocker oder klassische Glukokortikoide,
beide topisch appliziert, die Entzindungsreaktion und damit auch die Progredienz

(insbesondere das Gewebeplus) von Pterygien minimieren kénnen.
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6 Zusammenfassung

Neurotrophine sind eine Gruppe von Wachstumsfaktoren, die fur die Entwicklung, Reifung
und Differenzierung nerval-cerebraler Strukturen essentiell sind. Heutzutage wird gemut-
mafdt, dass pro-NGF im Gehirn die biologisch aktive Leitsubstanz ist, man kann daher
annehmen, dass es auch im Bereich der Augen als ,vorgeschobene Hirnanteile* wichtige
Funktionen erflllt. Vermittelt werden diese Prozesse einerseits tUber den p75-Rezeptor und
Uber den TrkA-Rezeptor, einen Tyrosin-Kinase-Rezeptor. Der weitere zelluldre Signaltrans-
duktionsweg ist endozytosevermittelt, es kommt zur Proteinphosphorylierung und letzten

Endes zur Gentranskription im Zellkern.

Der Tumornekrosefaktor a ist ein multifunktionales Zytokin, das Entziindungsvorgange lokal
und systemisch mediiert. Zu seinen Hauptfunktionen gehoéren die Aktivitatsregulation
verschiedener Abwehrzellen, Apoptoseprozesse einzuleiten und Zellproliferation, Zelldif-
ferenzierung und Ausschittung weiterer Zytokine anzuregen. Es kann Fieber und Kachexie,
bspw. im Rahmen neoplastischer Grunderkrankungen, auslésen und hat Effekte auf den

Fettstoffwechsel, die Blutgerinnung, die Insulinresistenz und die endotheliale Funktion.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, das morphologische Vorkommen und die funktionelle
Bedeutung von NGF, pro-NGF und TNF-a an Zellen und Geweben der Augenoberflache zu
untersuchen. Als Zellmodelle dienen hierfir humane Cornea- und Konjunktivaepithel-
zelllinien. Als Gewebepraparate werden Ausschnitte, die den corneokonjunktivalen
Ubergangsbereich (Limbus) beinhalten sowie multiple Pterygiumpraparate gewahlt. Aus
klinischer Sicht wird der Frage nachgegangen, ob die Faktoren NGF, pro-NGF und TNF-a
eine wesentliche Rolle im Entstehungsprozess des Pterygiums spielen. Weiterhin soll geklart
werden, ob es mdglicherweise von Vorteil ist, oben genannte Faktoren topisch zu applizie-
ren respektive spezifisch zu hemmen, entweder um Risikopatienten ein Prophylaktikum
anzubieten oder um eine Wachstumsprogredienz bestehender Pterygien zu limitieren bis gar

zum Stillstand bringen zu kénnen.

Das Pterygium selbst ist eine semimaligne, durch multiple Risikofaktoren, insbesondere
rezidivierende Mikrotraumatisierungen durch Staube und durch chronisch ultraviolette
Strahlung ausgeldste, meist von nasal vorwachsende dreieckige Geschwulst. Wahrschein-

lich spielen virale Infektionen und die Destruktion der Bowmannlamelle eine entscheidende
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pathogenetische Rolle. Durch immunhistochemische Experimente am Paraffinschnitt und
durch fluoreszenzimmunhistochemische Untersuchungen an frisch-gefrorenen Fligelfellen
lasst sich das Vorkommen von NGF und seiner Vorstufe pro-NGF eindeutig nachweisen.
Auch TNF-a kann man mit beiden Methoden im Gewebe lokalisieren, was bei der klinisch als

rotes Auge imponierenden charakteristischen Begleitentziindungsreaktion zu vermuten war.

Sowohl pro-NGF, als auch das reife Molekil NGF scheinen in vitro einen deutlichen und
signifikanten Inhibitionseffekt auf proliferierende humane Horn- und Bindehautzellen zu
haben. Dieser Effekt verstarkt sich umso mehr, je héher die applizierte Dosis ist. Ob diese
Effekte nun apoptotisch-caspasenvermittelter oder nekrotisch-toxischer Natur sind, ist
bislang unklar. Der TNF-a hingegen fuhrt zu einer deutlichen Steigerung der Proliferations-
rate, wenn er in physiologischen Konzentrationen zugesetzt wird. Hierdurch kdnnte
beispielsweise auch erklart werden, warum entziindete Pterygien verstarkt vorwachsen. Es
kommt also infolge von Massenzunahme zu einem Circulus vitiosus aus Ge-
schwulstzunahme -  Reizzunahme -  steigender  Entzindungsneigung -

Entziindungsunterhaltung - Proliferationsreiz -  Geschwulstzunahme.

Migrationsversuche an humanen Cornea- und Konjunktivaepithelzellen zeigen, dass die
Zellmotilitat, die vom Auspréagungsgrad her ein wichtiges Kriterium maligner Zellen darstellt,
sowohl in Anwesenheit von pro-NGF und NGF, als auch nach Applikation steigender Dosen
von TNF-a nicht signifikant beeinflusst wird. Auch wenn keine pterygialen Zelllinien verwen-
det wurden gibt dies doch einen wichtigen Hinweis, dass die Genese des Flugelfells eher

eine degenerativ-entzindliche ist, als eine im engeren Sinne neoplastische.

Es wird deutlich, dass die Pathogenese des Pterygiums ein komplexer Prozess ist: Ein
Zusammenspiel von genetischer Pradisposition, aquirierten Risikofaktoren und einer
Dysbalance zwischen diversen Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Bisher kann nicht
postuliert werden, dass es den einen Faktor gibt, der spezifisch gehemmt oder gefordert
werden sollte, um ein weiteres Fortschreiten der Erkrankung zu verhindern, sodass
operative Verfahrenstechniken in allen ihren Facetten immer noch den Goldstandard in der

Therapie des Pterygiums bilden.
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9 Thesen

1. Der Nervenwachstumsfaktor NGF ist ein dufRerst wichtiger neuronotropher Mediator,
der Genese, Differenzierung und Aufrechterhaltung von sensorischen und
sympathischen Neuronen aus dem Neuralkamm reguliert. Heutzutage stehen
Antikorper fur dieses kovalent gebundene Dimer zur Verfigung und das humane

NGF-Gen ist vollstandig kloniert.

2. Pro-NGF ist die direkte Vorstufe von NGF und gilt heutzutage als die im Cerebrum
hauptsachlich biologisch aktive Form. Pro-NGF wurde bisher in der Schilddriuse,
der Nebenschilddrise, in Hinterhornganglien und Ruckenmark, im Kolon, in

Haarfollikeln und in der Retina nachgewiesen.

3. NGF und pro-NGF entfalten ihre spezifischen Wirkungen Uber zwei verschiedene
Rezeptorsysteme, den p75-Rezeptor und den TrkA-Rezeptor. In der Folge werden
intrazellular Proteine phosphoryliert und intranukledr die Gentranskription

verschiedener Proteine und Enzyme induziert.

4. An der Augenoberflache lie3 sich der morphologische Nachweis von pro-NGF in
humaner Horn- und Bindehaut immunhistochemisch verifizieren. Dies mag
einerseits damit zusammenhangen, dass sich das menschliche Auge phylogenetisch
von diencephalen Hirnanteilen ableitet, andererseits legt es auch nahe, dass pro-
NGF auch fur die Genese und Aufrechterhaltung der Funktionen der differenzierten

Gewebe der Augenoberflache eine wichtige Rolle spielt.

5. Auch in menschlichen Pterygien sind pro-NGF und NGF mittels fluoreszenz-
immunhistochemischer Methoden nachweisbar, insbesondere im Gefal3endothel
fallt der Nachweis stark positiv aus. Verstarkte bis Gberschiel3ende Angiogenese ist
ein essentielles Merkmal des Fligelfelles, sodass das vermehrte Vorkommen von
inhibitorisch wirkendem pro-NGF (siehe Punkt 6) mdglicherweise eine physiologische

Antwort des Organismus auf die Gefal3neubildung darstellt.

6. Sowohl fur pro-NGF als auch fur NGF selbst kann eine proliferationssenkende
Wirkung in vitro nachgewiesen werden. Diese inhibitorischen Effekte sind
dosisabhéangig und fir humane Cornea- und Konjunktivaepithelzellen reliabel
nachweisbar. Ob es sich hierbei um caspasevermittelte Apoptoseprozesse handelt
oder nekroseinduzierende zytotoxische Dosen appliziert wurden, muissen
weitere Untersuchungen Uber zellulare Signaltransduktionswege fir pro-NGF und

NGF an Geweben der Augenoberflache klaren.
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10.

11.

12.

Der Tumornekrosefaktor alpha ist ein Zytokin mit mannigfaltigen Wirkungen und ist
nahezu ubiquitdar im menschlichen Organismus detektierbar. Als wichtiger
Entziindungsmediator kommt es in Gebieten florider Entziindung besonders héufig
vor. Auch in pathophysiologisch ,normalem” Gewebe wie Cornea und Konjunktiva

lasst sich TNF-a mittels Immunhistochemie spezifisch nachweisen.

Auf proliferierende humane Horn- und Bindehautepithelzellen hat TNF-a in vitro in
physiologischen Dosen einen deutlich wachstumssteigernden Einfluss. Bei
steigender Dosis nivelliert sich dieser Effekt allerdings schnell. Dies lasst vermuten,
dass es bei Uberschie3enden Entziindungsprozessen (mit lokalem Anstieg der TNF-
a-Konzentration) nicht mehr zu einem Gewebsplus kommt, sondern die Induktion
nekrotischer Ablaufe im Vordergrund steht, um nachfolgend Raum fir

Regenerationsgewebe zu bieten.

Die histologischen Analysen legen eine TNF-a-Synthese in HCE-Zellen nahe,
wohingegen HCjE-Zellen und Konjunktiva eher auf hAmatogenem Wege durch TNF-

a beeinflusst werden.

Da das Pterygium (wenn auch zunachst nicht zu Beginn) im Verlauf mit
charakteristischen Entziindungsstigmata einhergeht, war es zu erwarten, dass TNF-a

in diesem Gewebe nachweisbar ist.

Pro-NGF, NGF und TNF-a haben keinen signifikanten Einfluss auf die Motilitat
einzelner Cornea- und Konjunktivaepithelzellen. Warum also physiologische
Zellstrukturen ihre angestammte Position im jeweiligen zellularen Verband verlassen
und sich als Pterygium in Richtung auf die optische Achse bewegen, kann durch

diese Ergebnisse nicht geklart werden.

Bedenkt man die genetisch und morphologisch groRe Ahnlichkeit zwischen
pterygialen Epithelzellen und physiologischen Horn- und Bindehautepithelzellen und
unterstellt ein in vitro &hnliches Verhalten in der Einzelzellmigration, kann man eher,
nach Aquise multipler Risikofaktoren, von einer degenerativen Pathogenese des
Fligelfelles ausgehen, als von einer echten Neoplasie trotz lokal invasiv-destruktiven

Wachstums.
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Effects of nerve growth factor (NGF), pro-NGF, and tumor necrosis factor alpha

gium pathology

Purpose To get deeper insights
into the pathogenesis of pterygia
(Fig. 1) which are invasive and
highly vascularized growths at the
ocular surface we examined nerve
growth factor (NGF), its precursor
(pro-NGF), as well as tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), a
cytokine found commonly in
inflammation  processes  with
regard to cell proliferation and
motility effects on corneal (HCE)
and conjunctival (HCJE) epithelial
cell lines as well as pterygia.

Methods HCE and HCJE were
cultured in 96-well-plates,
stimulated with several doses of
NGF, pro-NGF and TNF-q, and
incubated with  bromodesoxy-
uridin  bases. Absorption was
measured with an ELISA-reader.
Migration-assays were used to
analyze differences in cell motility
after stimulation of cultured cells.
Moreover, NGF, pro-NGF, and
TNF-a were localized by immuno-
fluorescence (IF) and immuno-
histochemically (IHC).

Results Proliferation of HCE and
HCJE was significantly inhibited
after stimulation with NGF and
pro-NGF whereas TNF-a in-
creases cell proliferation. (Fig. 2)
All three factors had no significant
effect on cell motility. (Fig. 5) IHC
of human samples from limbus,
cornea, conjunctiva, and primary
pterygia revealed presence of pro-
NGF and TNF-a especially in
epithelial cells. (Fig. 3) Using IF,
all three factors could be
visualized in pterygia and HCE
whereas in HCJE only NGF was
detectable. (Fig. 4)

Conclusion Based on their
inhibiting effects on cell
proliferation, increased secretion
of NGF and pro-NGF in pterygium
may function in blocking growth of

the pterygium itself. Further
studies are necessary to clarify
this aspect. However, hypo-

thetically topical application of
NGF and pro-NGF may support
inhibition of pterygial recurrency
after surgical excision.

Special thanks: To U. Beyer and S.

Méschter for their kind technical
assistence.

Figure 1: A pterygium in a left human eye, characteristically triangular and
strongly vasculated, growing from the nasal angle, obliterates the optical axis

threatening the visus.

Figure 2: Anti-proliferating effects of ocular surface cells
stimulated with pro-NGF or NGF compared with TNF-a
Onthe left side: human comeal epithel cells, stimulated with
several doses of pro-NGF (&), NGF (B), and TNF-« (C)

On the right side: human conjunctiva epithel cells, stimulated
with several doses of pro-NGF (D), NGF (E), and TNF-a (F)
Celllines were stimulated with the cytokines for 24 hours.
Values are compared between the stimulated and non-
stimulated cells (medium alone).

Statistic: *=p <0,05 *=p<0,01 **=p <0,001 [()=p <0,1]
Each bar represents the mean+SD of three independent
experiments.

4.1 pro-NGF 5.1 pro-NGF

T -

3Immunohistochemistry- Overview

WEpithel Limbus pro-NGF

W Epithel Limbus TNF-abha
@ Epithel Plerygium pro-NGF

Figure 3: Detection of pro-NGF and TNF-a using immunohistochemical devices
Tissues: 1.1 & 1.2 pterygium, 2.1 & 2.2 conjunctiva, 3.1 & 3.2 limbus, 4.1 & 4.2 comeal
epithel, 5.1 & 5.2 corneal endothel

Notes: About fourty different pterygia and twelve limbi were examined with antibodies

rel. Chromogenpower

against pro-NGF (polyclonal rabbit) and TNF-a mouse). High
areas within one high-power-field are rated with +++ (3), medium ones with ++ (2) and
areas in where only some cells are marked with + (1) 0

@ Epithel Plerygium TNF-alpha
W Stroma Limbus pro-NGF

B Stroma Limbus TNF-alpha
 Stroma Perygium pro-NGF

£ Stroma Pterygium TNF-alpha

B Gefaendothel Limbus pro-NGF

B Gefafendothel Limbus TNF-alpha
W GefaRendothel Pterygium pro-NGF

B Gefakendothel Pterygium TNF-alpha

Figure 4: Detection of pro-NGF, NGF and TNF-a using immunofiuorescence devices
AJB/C: human corneal cells, D: conjunctival epithel cells.

A:NGF (FITC-conjugated Antibody - green) and DAPI (blue) in overlay-technique

B: pro-NGF (FITC-conjugated Antibody - green) and DAPI (blue) in overlay-technique

C: TNF-a (Cy3-conjugated Antibody - red)

D: NGF (FITC-conjugated Antibody - green) and DAPI (blue) in overlay-technique
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Figure 5: Migrationassays show that pro-NGF,
NGF and TNF-a have no significant effects on
cell motility of epitheliar cell lines

1: Live picture, Boydenassay, 2a: conjunctiva
epithel cell line (HCJE), 2b: comea cell line (HCE)
Significant effects are seen if cells are treated with
fetal bovine serum (FKS / positive control).




10.2 Hinweis der Publikation von Ergebnissen dieser Arbeit
1. Pfutze D, Muller G, Hauptmann S, Paulsen F (2007)

Effects of nerve growth factor (NGF), pro-NGF and tumor necrosis factor alpha on corneal
and conjunctival epithelial cells with regard to pterygium pathology. Poster auf der 24.
Arbeitstagung der Anatomischen Gesellschaft in Wirzburg 2007 - DOI 10.3337/
anatges.2007.0004

10.3 Selbstandigkeitserklarung

Die vorliegende Arbeit wurde von mir ohne unzulassige Hilfe Dritter und ohne Benutzung
anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt. Die aus anderen Quellen direkt oder
indirekt Ubernommenen Daten und Konzepte sind unter der Angabe der Quelle

gekennzeichnet.

Ich versichere, dass ich fur die inhaltliche Erstellung der vorliegenden Arbeit nicht die

entgeltliche Hilfe von Vermittlungs- und Beratungsdiensten in Anspruch genommen habe.

Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher oder &hnlicher Form einer

anderen Prifungsbehdrde vorgelegt.

Michael Daniel Pfutze

10.4 Erklarung Uber Promotionsversuche

Ich erklare, dass ich keinerlei friihere Promotionsversuche unternommen habe und an keiner

anderen Fakultat oder Universitat ein Promotionsverfahren anh&ngig ist.

Michael Daniel Pfutze



10.5 Danksagung
Herrn Prof. Dr. med. Friedrich Paulsen gilt mein besonderer Dank im fachlich-
wissenschaftlichen Bereich, in dem er mich wann immer nétig tatkraftig unterstiitzt hat, und

im menschlichen, als betreuender Doktorvater.

Herrn Gunnar Miiller , Bundeswehrkrankenhaus zu Koblenz, Abteilung fur Pathologie, Herrn
Frederik Frenzen , Universitatsklinik zu Halle-Wittenberg, Abteilung fur Innere Medizin, Jbrg
lllert, Universitatsklinik Halle-Wittenberg, Abteilung fur Neurochirurgie und Isabel Jacob ,
Klinikum Koln Hohlweide, Abteilung fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, méchte ich
insbesondere fur teils fachlich-kritische, aber auch oft bendétigt aufmunternd-motivierenden

Anmerkungen und Anregungen danken!

Frau Daniela Hammer, B.A. danke ich fir geduldigen Beistand und Rat bezlglich

Computersoftware und Layout.

Weiterhin danke ich Prof. Dr. med. Steffen Hauptmann , damals Universitatsklinikum Halle-
Wittenberg, Direktor des Instituts fir Pathologie, fir die kollegiale Mitwirkung und

Bereitstellung der Materialien fir Teile der Motilitdtsassays.

Herrn Chefarzt Prof. Dr. med. Stefan Knipping , Klinikum Dessau, Abteilung fur Hals-, Nasen
und Ohrenheilkunde sei fur die Bereitstellung von Biopsaten und Exzidaten aus dem Trénen-

Nasenbereich sehr gedankt.

Frau MTA Ute Beyer, MTA Susann Méschter und MTA Michaela Risch danke ich fir die
Einweisung in die laborchemischen Arbeitsmethoden und die auf3erordentlich angenehme
Zusammenarbeit; sowie Herrn Dr. biol. Fabian Garreis und Herrn Juniorprofessor Dr. rer.

nat. Lars Brauer fur ihnre immerwéahrende Ansprechbarkeit und Hilfsbereitschaft.



