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Referat und Bibliographie

Referat und Bibliographie

Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt von lokal appliziertem Knochenmark und lokal
applizierten CD117+-hdmatopoetischen Stammzellen auf den zeitlichen Verlauf der
kornealen Wundheilung nach Alkaliveratzungen zu untersuchen.

Erstmalig wurden an einem murinen in vivo/in vitro-Defekt-Modell der Kornea die
Therapieansatze einer Lokaltherapie mit Knochenmark und CD117+-
hamatopoetischen Stammzellen verglichen. Dabei wurden die Heilungsrate als Anteil
der abgeheilten Hornhaute, Heilungszeit und -geschwindigkeit der Verletzungen
untersucht. Zusatzlich wurde eine mdgliche Integration der applizierten Zellen in das
korneale Epithel Uberpruft.

Syngenen weiblichen Balb/C-Mausen wurden in Narkose mit 0,1M NaOH-getranktem
Whatman-Papier Hornhautldsionen von zwei mm Durchmesser gesetzt. Nach 6
Stunden (h) in vivo wurden die Augen enukliert und in Organkultur gebracht. In vitro
wurden in den Therapiegruppen zu den Zeitpunkten 6, 12 und 16h post lasionem mit
einem Zelltracer markierte Knochenmark- bzw. CD117+-Stammzellen auf die
Lasionen appliziert. Als Kontrolle diente Stammzellmedium. Die Grol3e der Lasionen
wurde Uber einen Verlauf von 4 Tagen an verschiedenen Zeitpunkten dokumentiert.
Immunhistologisch wurden die Korneae anschlieRend auf den Zelltracer, CD117 und
als spezifischen Hornhautepithelzellmarker Cytokeratin 3/12 untersucht.

Nach Applikation von Knochenmark bzw. CD117+-Stammzellen wurde ein
signifikanter Anstieg der Heilungsrate gegentber der Kontrolle beobachtet. Die
Therapiegruppen heilten gegentber der Kontrolle in einem kirzeren Zeitraum. Die
Heilungsgeschwindigkeit der Therapiegruppen war signifikant tberlegen.

Nach Beendigung der Therapie wurde in allen Gruppen eine signifikante Reduktion
der Heilungsgeschwindigkeiten festgestellt. CD117 konnte nicht im heilenden
Korneaepithel nachgewiesen werden. Eine Integration der applizierten Zellen war
nicht eindeutig nachweisbar.

Diese Ergebnisse konnten neue stammzellbasierte Therapieperspektiven zur

Behandlung schwerer Hornhautepithellasionen eroffnen.

Schilling, Ulf Martin: Einfluss von lokal applizierten Knochenmarkzellen und CD117+-
hamatopoetischen Stammzellen auf den zeitlichen Verlauf der kornealen
Wundheilung.

Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 72 Seiten, 2006
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1. Einleitung

1. Einleitung

Hornhautverletzungen stehen weltweit als Erblindungsursache an dritter Stelle. Nach
Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) erblinden jahrlich 1,5 bis 2
Millionen Menschen aufgrund von kornealen Traumen (93). Die Zahl der
Hornhautverletzungen liegt um ein Vielfaches hodher. Dabei variiert je nach
geographischer Lage und Berufsgruppe die Inzidenz zwischen 11/100000 und
799/100000 (93). Damit zahlen korneale Verletzungen zu den haufigsten
Verletzungen tberhaupt.

Viele Hornhautulcera heilen unter Antibiose gut ab, dennoch sind posttraumatische
und primare Epithelisierungsstérungen der Hornhaut auch heute noch schwer
behandelbare und langwierige Krankheitsbilder.

Verschiedene  Therapiemethoden werden bei der Behandlung dieser
Wundheilungsstérungen angewendet. Zur Behandlung schwerwiegender akuter und
chronischer kornealer Epithelisierungsstorungen kommen haufig Amnionmembran-
transplantationen zum Einsatz (13, 22, 54). Neuere Therapieansatze basieren auf
Zellibertragungen ins Wundgebiet. Bisher wurden hierzu kultivierte Epithelzellen (57,
74), kultivierte limbale Stammzellen (43, 45, 60, 76, 78) und Mundschleimhautzellen
(18, 55) mit widerspruchlichen Ergebnissen verwendet.

1.1. Anatomie und Physiologie der Kornea
Funktion der Kornea

Der Uberwiegende Teil der Lichtbrechung im optischen Apparat des Auges erfolgt
durch die Hornhaut. Die Lichtdurchlassigkeit und —brechung sind die optische
Funktion der Kornea. Des Weiteren stellt die Kornea mechanisch eine Barriere
gegenuber der AuBenwelt dar. Sie schiitzt gemeinsam mit den Lidern das Auge vor
mechanischen, biologischen, und chemischen Noxen. Am Limbus wird die

gefaBreiche Konjunktiva an einem Uberwachsen der Kornea gehindert (47, 82).
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Aufbau der Kornea

In einer planaren Ansicht der Kornea (Abb. 1 A, mit Skleralrand) kann eine Einteilung
in die ringférmige, vaskularisierte Regenerationszone des Limbus und die avaskulére
zentrale Hornhaut vorgenommen werden. Histologisch (Abb. 1 B) unterscheidet man
das mehrschichtige, unverhornte vordere Plattenepithel, die zellfreie Bowman-
Membran (membrana limitans anterior, Basalmembran, Kollagenfasern und
Interzellularsubstanz), das Korneastroma (substantia propria corneae), die zellfreie
Descemet-Membran (membrana limitans posterior, Basalmembran) und das

einschichtige hintere Hornhautendothel (39).

&)
Sklera
Limkus (korneoskleraler Obergang)
Kornesa
® T
IS
o {QAQL‘, QJQAQ} Epithel
o"ﬁe'alglpl : IQIQIQWQ X Bowviman - Membran

Stroma, Keratozyten und
Hollagentfazerbindel
Descemet - Membran

Enclothel

Abb. 1. Schematischer Aufbau der Kornea
A) Aufsicht auf die Hornhaut, B) Mikroskopischer Au fbau. (Erlauterungen siehe Text)

Das Epithel der Hornhaut ist definiert als mehrschichtiges, unverhorntes
Plattenepithel. Es wird aus 6-7 Zelllagen gebildet, wobei eine Abflachung der oberen
Zellschichten vorliegt. In den basalen Schichten treten Zellteilungen auf. Durch
Hemidesmosomen ist das Epithel an der Bowmanschen Membran verankert, tight-
junctions und Desmosomen der &ufReren Zellschichten dichten das Epithel gegen
den Tranenfilm ab. Wachstumsfaktoren des Tranenfilms (z.B. ,epidermal growth
factor* EGF) regen die Zellneubildung an. Ein starker Gewebeumsatz des kornealen

Epithels fuhrt zu seiner kompletten Erneuerung in 7-14 Tagen (96).
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Verschiedene Moleklle werden von kornealen Epithelien gebildet, insbesondere die
Cytokeratine 3 und 12 (Cytokeratin 3/12) werden als spezifisch fur korneales Epithel
angesehen (83).

Die primare Regenerationszone des Epithels liegt im Limbus. Am Limbus wird die
Hornhaut gegeniber der Sklera und der anliegenden Konjunktiva abgegrenzt
(Proliferationsbarriere). Einwachsende Konjunktiva kann zu optischen Stdérungen
fuhren. Dies geschieht zum Beispiel im Falle eines Pterygiums. Daher ist die
Abgrenzung des kornealen vom konjunktivalen Epithel durch den Limbus fir die
Funktion der Hornhaut von aul3erster Wichtigkeit.

Aullerdem liegen im Limbus die kornealen Stammzellen (frh differenzierte
epitheliale Stammzellen). Im Gegensatz zur zentralen Hornhaut ist der Limbus
vaskularisiert. Bei grof3flachigen Epitheldefekten kann von dieser Zone aus eine
komplette Regeneration des Korneaepithels erfolgen.

Das Hornhautstroma ist relativ zellarm. Es besteht aus Keratozyten (Stromazellen),
Kollagenfaserbindeln sowie Glykosaminoglykanen. Die mechanische Festigkeit und
die Lichtdurchlassigkeit der Hornhaut sowie die zellulare Immunabwehr durch
migrierende Makrophagen werden vom Stroma gewahrleistet. Im Stroma verlaufen
sensible Nervenfasern des N. trigeminus. Uber eine Verschaltung mit dem N. facialis
kann eine motorische und sekretorische Reaktion auf Bertihrungsreize der Kornea in
Form einer Abwehrbewegung und erhéhtem Tranenflul3 erfolgen.

Das Hornhautendothel ist histologisch ein einschichtiges Plattenepithel. Es dient der
Aufrechterhaltung der Flissigkeitsbalance der Hornhaut. Durch den osmotischen
Gradienten und den Augeninnendruck kommt es zu einer dauernden passiven
Flissigkeitsverschiebung aus der Vorderkammer in das Korneastroma. Wird dem
nicht entgegengewirkt, quillt die Interzellularsubstanz auf. Es resultieren eine
Zunahme der Opazitat und eine Veranderung der mechanischen Eigenschaften der
Hornhaut. Damit erhéht sich die Lichtbrechung, wahrend die Lichtdurchlassigkeit
sinkt. Das korneale Endothel transportiert kontinuierlich das eindringende Wasser in
die Vorderkammer zurick.

Die Basalmembranen grenzen die einzelnen Zellschichten der Kornea voneinander
ab. Sie dienen als Proliferationsschienen im Rahmen der Regeneration. Aul3erdem
ermdglichen die Basalmembranen eine Kommunikation zwischen den anliegenden

Zellen. lhre Grundsubstanzen werden von vor und hinter ihnen lokalisierten Zellen
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sezerniert. Im Rahmen der Wundheilung kbnnen Schaden in den Basalmembranen

repariert werden.

Epithelerkrankungen der Kornea und Therapieoptionen

Der Uberwiegende Teil der Hornhautverletzungen bedarf keiner spezifischen
Therapie. Es koénnen jedoch auch erhebliche Wundheilungsstérungen auftreten.
Systemische Erkrankungen, Verletzungen und Infektionen kdnnen zu massiven
epithelialen Schaden pradisponieren oder diese sogar hervorrufen.

Schwer therapierbare  Krankheitsentitditen stellen unter anderem die
Limbusinsuffizienz, die Keratopathie im Rahmen des Sjogren-Syndroms und des
vernarbenden Schleimhautpemphigoids, chronische Ulcera im Rahmen von
Hornhautdystrophien und systemischen Erkrankungen sowie die neurotrophe
Keratopathie dar. Chemische und thermische Verletzungen z&hlen zu den
schwersten unfallbedingten Schadigungen der Kornea (69). Alkali-Verletzungen
nehmen aufgrund ihres Pathomechanismus eine Sonderstellung unter diesen ein. Im
Gegensatz zu Saure-, Hitze- oder Kalteverletzungen, die zu einer
Koagulationsnekrose fuhren, kommt es bei Alkaliveratzungen zu einer
Kolliguationsnekrose der betroffenen Gewebe (71). Bei der Koagulationsnekrose
denaturieren oberflachliche Proteine. Dabei verknipfen sie sich miteinander und
bilden eine Schutzschicht fur tiefer gelegene Gewebe. Bei der Kolliguationsnekrose
kommt es dagegen zu einer Auflosung des betroffenen Gewebes. Aus diesem Grund
sind Alkaliverletzungen haufig tief und schwer. Oft fihren sie zu einem langwierigen

und komplizierten Wundheilungsverlauf.

Gangige Therapieoptionen des Hornhautulkus sind Augentropfen, Salben, Kontakt-
linsen- und Okklusionsverbande. In schwereren Fallen stehen operative Malinahmen
wie Tarsorhaphie, Amnionmembrantransplantation, Keratoplastik und Keratoprothetik
zur Verfigung. Mit gewissem Erfolg werden bereits Epitheltransplantation,
Mucosatransplantation und Limbusstammzellentransplantation angewendet (13, 22,
23, 45, 59). Trotz zum Teil guter Erfolge der konservativen MalRnahmen sind bei
Alkaliverletzungen haufig operative Eingriffe erforderlich. Diese gehen mit einem
nicht unerheblichen Risiko fur das betroffene Auge einher. Aus diesem Grunde wére

eine Erweiterung der therapeutischen Moglichkeiten wiinschenswert.
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1.2. Korneale Wundheilung

Die korneale Wundheilung erfolgt vom Rande der Lasionen in mehreren sich
teilweise Uberlappenden Phasen. Bei der epithelialen Wundheilung werden
Migrations-, Proliferations- und Differenzierungsphase unterschieden. In Abbildung 2
ist der mogliche Verlauf der kornealen Wundheilung schematisch dargestelit.

Wahrend der kornealen Wundheilung finden komplizierte Wechselwirkungen
zwischen Epithel-, Stromazellen und extrazellularer Matrix statt. Auch Konsistenz und
Inhaltsstoffe des Tranenfilms Gben Einflul3 auf das Proliferations- und

Migrationsverhalten der kornealen Zellen aus.

Bei einer Hornhautverletzung kommt es initial zur lokalen Apoptose geschadigter
Epithelzellen. Anschlieend folgt die Apoptose darunter liegender stromaler
Keratozyten (79, 95). Uber den trigeminofazialen Reflexbogen wird der TranenfluR
auf ein Vielfaches erhoht. Dadurch kommt es zu einer Spilung der Wunde und
einem Einbringen von Wachstumsfaktoren.

Wahrend der Migrationsphase verandern randstadndige Epithelzellen ihre
Zellkontakte und lésen sich aus dem Zellverband (65). Sie wandern dann
zungenformig vom Rand der Wunde her an der Basalmembran entlang ins
Wundgebiet ein, bis eine vollstdndige Bedeckung des Wundbodens erfolgt ist (7,
104).

Von verschiedenen Autoren wird insbesondere bei gréReren Wunden eine
Proliferation der migrierenden Epithelzellen bereits wahrend der Migrationsphase
postuliert. Diese These wird jedoch in der Literatur kontrovers diskutiert (68, 99, 104).
In der Proliferationsphase kommt es nach Konfluenz der Zellen auf dem Wundboden
zur lokalen Proliferation und zum erneuten Aufbau eines mehrschichtigen Epithels
(19, 51, 85, 104).

Wahrend der Differenzierungsphase bilden die Zellen ein der urspriinglichen Struktur

dhnliches Gewebe.

Bei der Wundheilung im Stroma kommt es nach der initialen Apoptose lokaler
Keratozyten zu einer Umwandlung randstandiger Keratozyten in Myofibroblasten (94,

95, 96). Diese wandern vom Randbereich der Kornea ins Wundgebiet ein. Es folgt

5
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eine Phase vermehrter Kollagensynthese, bis schliel3lich ein dem Primarstatus
gleichwertiges Gewebe wieder aufgebaut ist (12, 25).

Epithel
et Konfluenz

s[elee]s
Ba=salmembran —— | L L L

werkindungen Ciujci—:') Seflhaftwerden {::E__j' CE:}
der Fibroblasten
L
Keratozyt — |l & = C® ==
()

Mekroze und Apoptose
geschadigten Epithels W

Proliferation

Reparatur der ala]erereas *"lale
Bazalmembran — LG T g
[l Sekretion won _—="s 1. =
Haollagen C:_ — N
Abbau van YWiederherstellen =4
Adh&sionproteinen der Werbindungen
Apoptose won | = wvizchen Epithel
Keratozyten = CI:'CI: und Keratozyten
Sl
s Endzustand ——
Migration won LR IEIEIE I E R AL
Epithelien L g g4
. — {=%‘:Q 'Ci_l:j( - 1
Eirvwandern won | %:EE .
Mivofibroblasten = == ] =

Abb. 2. Schematische Darstellung der kornealen Wund  heilung.

I) Im Normalzustand kommunizieren Epithelzellen und Keratozyten. 1) Eine Lasion schadigt das
Epithel und die Basalmembran. Die Verbindungen zwischen Epithelzellen und Keratozyten werden
unterbrochen (x). Ill) Die geschadigten Epithelzellen gehen durch Nekrose und Apoptose zugrunde.
Im Stroma erfolgt eine Apoptose von Keratozyten (x). Migrationsphase: Randstandige Epithelzellen
brechen die Verbindungen zu ihren Nachbarzellen ab, wahrend sich gleichzeitig benachbarte
Keratozyten in Myofibroblasten umwandeln. 1V) Die Epithelzellen migrieren in die Wunde, die
Myofibroblasten in das darunterliegende Stroma ein (Pfeile). Proliferationsphase: V) Die
Epithelzellen konfluieren und die eingewanderten Mpyofibroblasten wandeln sich in
Fibroblasten/Keratozyten zuriick. Neue Verbindungen werden zwischen Epithelzellen und Keratozyten
aufgebaut. VI) Eine Phase der lokalen Proliferation schlieBt sich an. Differenzierungsphase:
Kollagen und andere Matrixproteine werden sezerniert und die Basalmembran wird repariert. VII) Ein

dem Primarstatus gleichwertiges Gewebe wird wieder ausgebildet.

Bei einer nicht penetrierenden Schadigung der Basalmembran wird auf der
geschadigten Seite neues Kollagen sezerniert und die Basalmembran ohne
refraktionswirksame Narben wieder aufgebaut. Bei vollstdndiger Durchbrechung der
Basalmembran hingegen kommt es priméar zur Deckung der Wunde mit Epithel und

Fibroblasten. Anschlie3end erfolgt der langsame Aufbau einer neuen Basalmembran

6
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zwischen diesen beiden Zellschichten. Dieser Vorgang dauert mindestens zwei
Wochen, kann jedoch mehrere Jahre beanspruchen.
Beim Wiederaufbau der Basalmembran werden Narben mit teilweise funktionell
minderwertigem  Gewebe gebildet (38). Langfristig kann es durch
Retraktionsvorgdnge in der Narbe zur Beeintrachtigung der optischen und
mechanischen Eigenschaften der Kornea kommen.

Die Rolle von Wachstumsfaktoren bei der kornealen W undheilung

Multiple Wachstumsfaktoren beeinflussen die Homoeostase der Kornea. Sie werden
von der Tranendrise, dem konjunktivalen und kornealen Epithel und den
Keratozyten gebildet (81, 96, 97). Uber den Tranenfilm sowie para- und autokrine
Sekretionsmechanismen werden die Faktoren zu den Effektorzellen transportiert.

In Heilungsphasen kommt es zu Veranderungen in der Zusammensetzung des
Gleichgewichtes dieser Faktoren mit Auswirkungen auf Epithel und Stroma. Es ist
seit langem bekannt, dass insbesondere der Balance zwischen IL-1a und TGF-32
eine entscheidenden Rolle bei der Regeneration der Hornhaut zukommt (96, 97).
Viele weitere Faktoren wurden jedoch erst in den letzten Jahren entdeckt und ihre
Funktionen sind nur teilweise entschlisselt. Unter anderem stimulieren auch
"Epithelial Growth Factor" (EGF), "Hepatocyte Growth Factor" (HGF) und "Platelet
Derived Growth Factor" (PDGF) das Migrations- und Proliferationsverhalten des
kornealen Epithels und der Keratozyten (37).

Die Bedeutung von Zell-Matrix-Interaktionen bei der kornealen Wundheilung

Zell-Matrix-Interaktionen spielen bei der Wundheilung in vielen Geweben eine
wichtige Rolle. An der Kornea sind diese Wechselwirkungen bis jetzt nur zum Tell
geklart. Fibronectin z.B. ist ein Bestandteil der Basalmembran, dient jedoch wéhrend
der kornealen Wundheilung auch als provisorische Adhésionsmatrix. Wird die
Basalmembran beschadigt, kénnen korneale Epithelzellen in die Wunde migrieren.
Sie sezernieren dabei aktiv Fibronectin, welches eine provisorische Matrix im
Wundgrund bildet (20, 21, 84). Epithelzellen binden Uber Integrine an Fibronectin,

wobei als Verankerungsproteine am Wundgrund sogenannte Hemidesmosomen
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geformt werden (24). Auch Laminin-1, Kollagen Typ | und Typ IV, Hyaluronsdure und
Galectine (9, 10) sind in dieses komplexe Zusammenspiel involviert.

1.3. Knochenmark

Knochenmark ist ein heterogenes Organsystem multipler Zelllinien. Es dient der
Blutbildung (Hamatopoese und Thrombopoese) und dem Aufbau des Immunsystems
(Myelopoese). Stammzellen verschiedenster Zelllinien und Differenzierungsstufen
sind in niedriger Konzentration im Knochenmark enthalten. Knochenmarkszellen
kommunizieren zur Aufrechthaltung der Homoostase durch direkte Zell-Zell-Kontakte,
Zell-Matrix-Kontakte und humorale Kontakte miteinander. Lokale und im Blutkreislauf
zirkulierende Faktoren regulieren die Neubildung und Freisetzung der im

Knochenmark gebildeten Zellen.

1.4. Stammzellen

Eigenschaften von Stammzellen

Stammzellen sind niedrig differenzierte Zellen, die nicht endgultig auf eine Zelllinie
festgelegt sind. Eine solche endgiiltige Festlegung nennt man Determinierung. Eine
Knorpelzelle (Chondrozyt) zum Beispiel kann sich nach heutigem Kenntnisstand
nicht in ein rotes Blutkérperchen (Erythrozyt) umwandeln, sie ist determiniert.
Stammzellen kénnen sich selbst regenerieren und in andere Zellarten differenzieren.
Stammzellen sind Ursprung fur die verschiedensten Gewebe und Zelltypen.

Man unterscheidet embryonale, fétale und adulte Stammzellen entsprechend ihrer
Herkunft.

Aullerdem unterscheidet man totipotente, pluripotente und multipotente
Stammzellen. Totipotente Stammzellen kénnen komplette Organismen bilden.
Pluripotente Stammzellen sind fahig, Gewebe aller drei Keimblatter, multipotente
hingegen verschiedene Zelltypen ihres spezifischen Gewebes zu bilden.

Embryonale Stammzellen haben die Differenzierung in die verschiedenen
Keimblatter noch nicht durchlaufen und sind somit totipotent (17, 50). Fotale
Stammzellen sind bereits auf die einzelnen Keimblatter determiniert, sie sind

pluripotent.
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Adulte Stammzellen kommen in fast allen Geweben und verschiedenen
Differenzierungsstufen vor (28, 41, 46, 82).

Nach heutigen Erkenntnissen liegen Stammzellen in sogenannten Nischen innerhalb
der jeweiligen Gewebe vor (53, 82). Direkte Zell-Zell-Interaktionen mit den
umgebenden Zellen (auch Nischenzellen genannt) sowie humorale Faktoren
verhindern eine Differenzierung der Stammzellen innerhalb der Nische. Bei
Zellteilungen werden die Tochterzellen langsam aus der Nische herausgedrangt und
die Differenzierung beginnt in Abhangigkeit der Entfernung zur Nische entsprechend
des Konzentrationsgefalles der inhibierenden Zytokine (Abb.3, Abb.4). Verschiedene
Faktoren scheinen daflr verantwortlich zu sein: Direkte Zell-Zell-Kontakte, Zell-
Matrix-Kontakte und Zytokinkonzentrationen insbesondere von TGF-f und FGF (7,
88, 89).

Nischen- Tochter- - @
zelle ,;17 zelle @ @ - ® 4 @
L
: e ©20
/ - = () D
Nischen- Stamm- ~h
zelle \ z6lle Todhter. N
oy zele Inhibierende Faktoren

F\
Nischen- \/
zelle

Abb. 3. Schematische Darstellung der

Differenzierung

Stammzelinische. Abb. 4. Faktorengefalle und

Der Kontakt mit den Nischenzellen héalt die . . .
Differenzierung in der

Stammzelle in ihrem undifferenzierten

Stammzellnische.

Zustand. Bei ei Zellteil bleibt ei o
ustan el emer sefiielung  bleibt - eine In Abhéangigkeit der Entfernung zur

Tochterzelle als Stammzelle in der Nische . . .
Stammzellnische sinkt die

zurick, die andere wird herausgedrangt und .
9 9 Konzentration der hemmenden

beginnt sich zu differenzieren. Faktoren der Nische. Dies fihrt zur
Differenzierung der Stammzellen.

N, Nischenzelle; S, Stammzelle; T,
Tochterzelle.

Ab einem bestimmten Zeitpunkt wandeln sich Stammzellen, wenn sie keine neue
Nische besetzt haben, zu sogenannten "Transient Amplifying Cells" (TAC's ) um.
Weitere Teilungs- und Differenzierungsschritte fihren dann zu gewebespezifischen
Zellen. Bisher wurde TAC'’s begrenztes Teilungspotential und die Determinierung auf

eine bestimmte Zelllinie zugesprochen. Allerdings konnte fir korneale Epithelien eine
9



1. Einleitung

Entdifferenzierung und Umwandlung in andere Zelllinien nachgewiesen werden (15,
63). Daher muss die Endgultigkeit der zellularen Differenzierung zumindest kritisch
betrachtet werden. Somit konnten erkrankte Gewebe mit Hilfe von adulten
Stammzellen anderer Zelllinien (insbesondere der hamatopoetischen) durch

Einwanderung und Transdifferenzierung von Zellen wieder regeneriert werden.

Klassifizierung von Stammzellen anhand der Oberflac ~ henmarker

Wahrend der verschiedenen Differenzierungsstadien der Zellen kommt es zum
Verlust bzw. zur Expression unterschiedlicher Oberflachenantigene (cluster of
differentiation [CD]), anhand derer man die jeweiligen Zelllinien unterschieden kann
(30). Da Stammzellen als Ausgangspunkt verschiedener Zelllinien noch nicht
vollstandig differenziert sind, ist es mdglich, sie anhand ihres Expressionsmusters
von anderen Zellen zu unterscheiden. Ein Merkmal von Stammzellen ist das
Nichtvorhandensein bestimmter Zelllinienmarker, sie werden dann als lin-negativ
(lin-) bezeichnet. Es muss zwischen den verschiedenen Subtypen von Stammzellen
differenziert werden. So besitzen z.B. hamatopoetische und korneale Stammzellen
verschiedene Oberflachenmolekiile (Tabelle 1). Auf hamatopoetischen Stammzellen
vorhandene (positive) Marker sind unter anderem CD117 (c-kit, steel-factor-
receptor), sca und CD34 (40, 92).

Hamatopoetische Stammzelle Limbale Stammzelle
Sichere Marker CD34 p63
CD38 ABCG2
CD117 Integrin al
Sca-1
Unsichere Marker Integrin 1
EGF-R
K19
Enolase-a
HGF-R

Tab. 1. Ausgewahlte Oberflachenmarker der hamatopoe  tischen und limbalen Stammzellen (17,

82, 92). (Erlauterungen siehe Text).
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Plastizitdt von Stammzellen

Lokale und systemische Wachstumsfaktoren steuern die Differenzierung der Stamm-
und Tochterzellen in bestimmte Zelllinien, so dass im Prinzip aus einer einzigen
Stammzelle und deren Tochterzellen ein komplettes Organsystem (Knochenmark)
entstehen kann (44).

Hamatopoetische Stammzellen zirkulieren in geringen Mengen im Blut. Sie besitzen
die Mdoglichkeit der Transdifferenzierung in andere Zelllinien und siedeln sich vor
allem in geschadigten Geweben an (1, 29, 34, 75). Es wurde gezeigt, dass in
Organtransplantaten Zellen des Transplantatempfangers einwandern, was
insbesondere den pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen zugeschrieben wird
(1, 14, 67).

Eine Subpopulation dieser hAmatopoetischen Stammzellen ist unter anderem durch
das Vorhandensein des CD117 gekennzeichnet (61). Weitere Bezeichnungen fur
CD117 sind auch c-kit oder Stammzellfaktorrezeptor.

Es muss beachtet werden, dass Art- und Zeitunterschiede bei der Expression
.Stammzellspezifischer* Oberflachenmolekiile vorkommen (26, 61, 72, 86, 101).
Durch gezielte Steuerung der Wachstumsfaktoren im Medium kann eine
Differenzierung von Stammzellen in Kultur weitgehend vermieden und somit ihre
Pluripotenz erhalten werden. (11, 62) Wahrend friher postuliert wurde, dass eine
einmal begonnene Differenzierung irreversibel sei (6, 32), weil3 man heute, dass
zumindest in den fruhen Stadien eine Transdifferenzierung und eine teilweise

Entdifferenzierung maoglich sind (4, 15, 50).

Aktueller Stand der Stammzelltherapie

International wurden erste Versuche der Transplantation embryonaler Stammzellen
in die verschiedensten Organe unternommen. Die Ergebnisse sind widersprichlich.
In klinischen Versuchen wurde nach Transplantation embryonaler Stammzellen die
Entstehung von Tumoren (Teratomen) beobachtet (5, 91). In Deutschland sind
sowohl die Forschung an als auch die klinische Anwendung von embryonalen
Stammzellen vom Gesetzgeber untersagt.

Die Transplantation adulter menschlicher Stammzellen hingegen wird bereits klinisch

mit guten Erfolgen angewendet und zurzeit an verschiedenen Organen erprobt.
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Insbesondere in der Hamatologie hat sich in den letzten Jahren die
Stammzelltherapie immer mehr als Standardmethode durchgesetzt. In anderen
Fachbereichen zeigten erste klinische Studien positive Ergebnisse (17, 29, 36, 44,
98).

Die Gewinnung von Stammzellen ist aufwandig und teuer. Es gibt nur wenige
etablierte Therapien auf Stammzellgrundlage. Trotz grofRer Fortschritte im
Verstandnis der Plastizitat und Heterogenitat der Stammzellen sind noch viele
Fragen beziglich der Kontrolle und Steuerung von Stammzellen im klinischen
Kontext unbeantwortet. Die Grenzen der Pluripotenz adulter Stammzellen sind noch
unklar (17, 50).

Am Auge wurde bisher eine Stammzelltherapie im Rahmen der limbalen
Stammzelltransplantation klinisch angewandt. Dazu werden Limbusstammzellen vom
kontralateralen Auge oder von Fremdorganen gewonnen, in Kultur vermehrt und
anschlieBend auf das Auge aufgebracht. So wird eine erneute Epitheldeckung der
geschadigten Hornhaut erreicht (45). Ein erster Versuch zur Therapie der Hornhaut
mit mesenchymalen Stammzellen wurde zeitgleich zu dieser Untersuchung von Ma
et al. durchgefihrt (49).

Bei der Verwendung von Stammzellen muss beachtet werden, dass es zu
AbstoRungsreaktionen kommen kann. Diese basieren auf den
Zellerkennungsmechanismen des Korpers.

Die Zellerkennung ermdglicht die Unterscheidung in kdrpereigen und korperfremd.
Wird eine Zelle als kérperfremd erkannt, kann eine Immunantwort ausgeldst werden.
Die Immunantwort kann unspezifisch oder spezifisch sein. Abstol3ungsreaktionen
basieren auf der spezifischen Immunantwort. Drei Proteine sind in der Lage,
Antigene spezifisch zu erkennen und so die spezifische Immunantwort auszulésen:
Antikorper, der T-Zell-Rezeptor und MHC-Proteine (major histocompability complex).
Antikérper (Immunglobuline) liegen membrangebunden an B-Lymphozyten oder
gelést im Plasma vor. Sie vermitteln den humoralen Teil der spezifischen
Immunantwort. Uber ihr antigenbindendes F-ab-Segment fixieren sie sich an einem
spezifischen Antigen. Die Immunantwort wird dann dber ihr F-c-Segment ausgeldst,
indem entweder Komplementfaktoren oder aber Makrophagen gebunden und damit
aktiviert werden.

Saugetierzellen besitzen an ihrer Oberflache MHC-Molekile. MHC-Klasse-I-Molekiile

werden von allen kernhaltigen Zellen exprimiert und von CD8+-Lymphozyten
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erkannt. Weichen sie von bekannten Mustern ab, wird die Immunantwort aktiviert und
die Zelle von CD8+-Lymphozyten abgetotet.

B-Lymphozyten und Makrophagen besitzen aul3erdem MHC-Klasse-II-Molekile. An
ihnen werden auch durch Phagozytose aufgenommene Proteine préasentiert, die
dann von CD4+-Lymphozyten erkannt werden kdnnen. Weichen die prasentierten
Antigene von tolerierten Proteinen ab, aktivieren die CD4+-Lymphozyten die
entsprechenden B-Lymphozyten und stimulieren damit die Antikdrperproduktion.

Der T-Zell-Rezeptor kann an Antigen binden, wenn es in Zusammenhang mit einem
MHC-Komplex prasentiert wird. Wird es als korperfremd erkannt, kommt es zu einer
Aktivierung des T-Lymphozyten. Dieser kann dann zum Beispiel die entsprechende
Zelle abtdten. Bei Organtransplantationen kénnen diese Mechanismen zu einer
AbstoRung der Transplantate fihren (70).

Bei systemischen Stammzell- und Knochenmarkstransplantationen kann sich dieser
Mechanismus umkehren. Da der Wirt (Transplantatempféanger) in solchen Fallen
durch Strahlung und/oder Chemotherapie immundepletiert wurde, wird ein neues
Immunsystem vom Transplantat aufgebaut. Wenn die Oberflachenmolekile der
Wirtszellen von den Spenderzellen abweichen, kann es auch zu einer Abstol3ung
des Korpers durch das Transplantat kommen, der sogenannten "graft-versus-host-
disease" (GvHD) mit schwerwiegenden Folgen (70).

Werden autologe (patienteneigene) Stammzellen verwendet, so ist das Risiko der
AbstolRungsreaktion sehr niedrig. Gleiches gilt bei syngenen Zellen eineiiger
Zwillinge. Syngen bedeutet, dass die Zellen dasselbe Genom besitzen und
demzufolge identische Proteine und Oberflachenmarker exprimieren. Daher wurde
fur die Versuche ein syngenes Mausmodell verwendet. Bei diesem sind die Zellen
aller Mause miteinander kompatibel, das Risiko fir Absto3ungsreaktionen ist folglich

minimal.
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2. Zielstellung

Neuere Untersuchungen konnten eine Integration von systemisch transplantierten
hamatopoetischen Stammzellen in verschiedene Organe der Empfanger
nachweisen. Dabei wurde eine Transdifferenzierung dieser Stammzellen in Zellen
mit organspezifischen Expressionsmustern beobachtet (29, 36, 56, 67, 80, 98).

Im Knochenmark stehen Stammzellen in komplexen Wechselwirkungen mit den
umgebenden Zellen (4, 33). Daher ist es interessant, die Wirkungen von kompletten
Knochenmark mit denen von CD117+-hamatopoetischen Stammzellen auf die
korneale Wundheilung zu vergleichen.

Bei Hornhautepithelialisierungsstérungen erscheint eine systemische Stammzell-
transplantation aufgrund der mdglichen Komplikationen unverhaltnismaiig. Eine
lokale Applikation hingegen ware mit geringem Aufwand fir den Patienten ambulant
durchfihrbar.

Ziel dieser Arbeit war es, den EinfluR lokal applizierter hamatopoetischer
Stammzellen sowie lokal applizierten stammzellhaltigen Knochenmarks auf den
zeitlichen Verlauf der kornealen Wundheilung in einem murinen in vivo/in vitro Modell
zu untersuchen. Histologisch sollte eine mdgliche Integration der applizierten Zellen
in den Gewebeverband und das Expressionsmuster von epithelspezifischem
Cytokeratin 3/12 als Zeichen einer eventuellen Transdifferenzierung Uuberpruft

werden.
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3.1. Materialien

Eine vollstdndige Auflistung der verwendeten Materialien ist im Anhang aufgefuhrt.

3.2. Methoden

3.2.1. Herstellen der Medien

Stemline Il wurde unter der laminar flow mit 100 ng SCF, 100 ng TPO und 100 ng G-
CSF je ml versetzt. Penicillin G 100 IE/ml und Streptomycin 100 IE/ml sowie 20 pul L-
Glutamin (200 mM/ml) wurden hinzugegeben und das Stammzellmedium mit einem

Vortex gemischt.

Hornhautmedium wurde aus 9 Teilen Kulturmedium 1 und einem Teil fetalem

Kalberserum (FKS) unter sterilen Bedingungen hergestellt.

Vor Verwendung wurden die Medien im Brutschrank auf +37C erwarmt.

3.2.2. Gewinnung von Knochenmark

40 funf Wochen alte mannliche Balb/C-Mause wurden mit Sevofluran narkotisiert und
durch Genickbruch getdtet. Die Femora und Beckenknochen wurden enthommen
und in sterile PBS (pH 7,4, T=+37C) gegeben. Samtliche weitere Schritte erfolgten

unter sterilen Kautelen.

Unter einem Operationsmikroskop wurden die Knochen beidseits ertffnet. Mit Hilfe
einer Insulinspritze wurde das Knochenmark mit jeweils 3,5 ml lono-Steril in zwei
Eppendorf-Réhrchen ausgespult und durch einen Zellfilter der PorengroRe 70 pm
gegeben, um eventuelle Kontaminationen mit Muskel- oder Knochenstiicken zu
vermeiden. Die Zellen wurden Gber 10 min (Minuten) bei 3000 RPM zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Das entstandene Zell-Pellet wurde in

frischem Stammzellmedium geldst.
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Aus 60% des gewonnenen Knochenmarks wurden durch magnetische Zellseparation
(MACS) die CD117+-hamatopoetischen Stammzellen (CD117+-HSC) aufgereinigt
und die Reinheit sowie Vitalitat durch die Durchflu3zytometrie (FACS) bestimmit.

Knochenmark und CD117+-HSC wurden anschlieBend separat in Stammzellmedium
Uber 24 Stunden (h) inkubiert. Aul3erdem wurde ein Teil des Stammzellmediums
ohne Zugabe von Zellen Uber den gleichen Zeitraum im Brutschrank belassen.
Dieses diente zur Behandlung der Kontrollaugen, um eine Beeinflussung der

Ergebnisse durch die enthaltenen Wachstumsfaktoren zu eliminieren.

3.2.3. Separierung von CD117+-HSC

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten, bestimmte Zellen aus Zellgemischen zu

isolieren. Bei niedrigen Zellzahlen ist MACS die gebrauchlichste Methode.

Die Zellseparation mit Hilfe des MACS beruht auf der spezifischen Markierung von
Zellen mit Antikdrpern, die mit kleinen Magneten verknupft sind. In Abbildung 5 ist

diese Methode schematisch dargestellt.

Zur Vorbereitung werden die Zellen mit dem Antikdrper inkubiert (Abb. 5, 1). Dann
werden sie durch eine mit Stahlwolle gefillte Saule gegeben und ein Magnetfeld
angelegt (Abb. 5, 1I). Durch das Feld werden markierte und eisenhaltige Zellen in der
Saule festgehalten, wahrend nicht markierte oder eisenarme Zellen durch diese

hindurchflieRen.

Schaltet man das Magnetfeld aus, konnen die gewonnenen Zellen aus der Saule
gel6ést werden (Abb. 5, Ill). Eine bis zu hundertfache Aufreinigung von Zellen ist in
einem Durchlauf moglich. Die Selektion kann sowohl positiv (Markierung der
gewinschten Zellen) als auch negativ (Markierung der nicht erwinschten Zellen)
erfolgen (16, 52, 73).
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Abb. 5. Prinzip der magnetischen Sellseparierung (M  ACS).

1) Das Zellgemisch wird mit magnetgekoppelten Antikérpern inkubiert. Die Antikdrper binden spezifisch
an das gesuchte Antigen (z.B. CD117). Il) Die Zellen werden in der Saule einem Magnetfeld
ausgesetzt. Markierte Zellen werden vom Magnetfeld zuriickgehalten, nicht markierte Zellen flieRen
hindurch. IIl) Die zuriickgehaltenen Zellen kdnnen nach Entfernen des Magnetfelds aus der S&aule

eluiert werden.

Die Markhohlen der enthommenen Knochen wurden mit PBS durchspilt, um das
enthaltene Knochenmark zu l6sen. Entsprechend der Herstellerangaben (Miltenyi)
wurde die gewonnene Suspension durch einen Zellfilter (PorengroRe 70 pm)
gegeben, um Zellklumpen, Koagel sowie eventuell enthaltene Muskel- und
Knochenstlicke zu entfernen. Danach wurden die Zellen 10 min bei 2800 RPM
(rotations per minute, Umdrehungen je Minute) abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die gewonnenen Pellets wurden in je 100 pl MACS-Puffer resuspendiert
(insgesamt 2 ml). Die verschiedenen Knochenmarksuspensionen wurden gepoolt

und eine Probe zur Zellzdhlung entnommen.

Die Zellzahl wurde auf 107 Zellen je 80 pul MACS-Puffer eingestellt. Je 10 Zellen
wurden 20 pl CD117 MicroBeads hinzupipettiert. Uber 15 min wurde die Suspension
bei +4C inkubiert, dann erfolgte ein Waschvorgang durch Zugabe von 1 ml MACS-
Puffer und Zentrifugation bei 2800 RPM iiber 10 min. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 500 ul MACS-Puffer je 10® Zellen resuspendiert.
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Eine AutoMACS-Saule wurde mit MACS-Puffer geflllt. Das inkubierte Knochenmark
wurde in die Saule gegeben und ein Magnetfeld angelegt. Die Separierung erfolgte
Uber 2 Saulen. Die passierenden Zellen wurden aufgefangen und als nicht markiert
verworfen. Anschlielend wurde das Magnetfeld abgeschaltet und die markierten
Zellen wurden aus der Saule mit MACS-Puffer gelost. Nach Entnahme einer Probe
fur die Durchflul3zytometrie (auch FACS, fluoreszenzaktivierter Zellsorter) wurden die
separierten Zellen in Stammzellmedium gegeben (1x10%/ml) und im Brutschrank bei
+37C und 5% CO , fur 24 h bis zur Verwendung Kkultiviert.

3.2.4. Nachweis von CD117 an den gewonnenen hamatop oetischen

Stammzellen

Oberflachenmolekile an Zellen in Suspension lassen sich am Durchflul3zytometer
analysieren (Abb.6). Diese Analyse beruht auf spezifischen Anfarbungen der
Molekile mittels fluoreszenzmarkierter Antikérper. Die Zellen missen zur Messung
als Einzelzellsuspension vorliegen. Uber eine Kapillare werden die markierten Zellen
unter Druck in die Melkiuvette gegeben. Dort werden sie durch umgebende
Tragersubstanz beschleunigt, wobei die Zellen sich in einer Reihe anordnen
(hydrodynamische Fokussierung). Am Analysepunkt werden die Zellen durch einen
Laserstrahl gefiihrt. Entsprechend der spezifischen Eigenschaften der Zellen
(ZellgrolRe, Struktur der Zellmembran, intrazellulare Bestandteile) wird das Licht des
Lasers gestreut. Die an die markierten Antikdrper gekoppelten Farbstoffe werden
angeregt und emittieren Licht eines jeweils spezifischen Spektrums
(Emissionsspektrum).

Das in Vorwartsrichtung des Lasers gestreute Licht (Vorwartsstreulicht, engl. FSC
[forwards light scatter]) ist in erster Linie ein Mal3 fur die ZellgréRe. Das im rechten
Winkel zum Einfallsstrahl gestreute Licht hingegen wird vor allem durch intrazellulare
Zellbestandteile beeinflusst (Seitwartsstreulicht, engl. SSC [side scatter]).

Mit Hilfe verschiedener Filter kann das dabei emittierte breite Lichtspektrum in seine
Bestandteile zerlegt und Uuber Signalnehmer analysiert werden. Aufgrund der
niedrigen Intensitdt des Streulichtes sind Signalverstarker (Photomultiplier)
dazwischengeschaltet.

Die gewonnenen Daten kénnen nun mittels eines Rechners verarbeitet, ,gefiltert"

und graphisch dargestellt werden (77). Die Einstellung verschiedener Parameter
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ermdglicht, Zellen mit den gewiunschten Eigenschaften darzustellen (z.B. CD117).
Da abgestorbene Zellen Antikdrper unspezifisch binden kénnen, muss mit einer
Lebend/Tot-Analyse der Anteil dieser Zellen in der Losung bestimmt werden. Dies
geschieht mit Stoffen, die die Membranen nicht geschadigter Zellen nicht

durchdringen kdnnen wie z.B. 7-Aminoactinomycin D (7-AAD).

17 11 U Druck (Prefuft)
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Abb. 6. Schematischer Aufbau des Durchflusszytomete rs (FACS).

I) Die suspendierten Zellen werden mit fluoreszenz-gekoppelten Antikdrpern inkubiert und spezifisch
markiert. 1) Das Zellgemisch wird in das Gerdt gegeben. Durch hydrodynamische Fokussierung
werden die Zellen einzeln durch den Laserstrahl gefiihrt. Dabei wird das Licht des Lasers aufgrund
der Eigenschaften der Zelle individuell gestreut. Markierte Zellen weisen andere Streuwerte auf als
unmarkierte. Das Streulicht wird nun aufgefangen und analysiert. Damit lassen sich Zellen einzelnen

Subpopulationen zuordnen und die Reinheit eines Zellgemisches bestimmen.

Eine Probe der separierten Zellen wurde bei 2800 RPM fur 5 min zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl PBS resuspendiert. 10 pl
CD117-Antikorper (unmarkiert) wurden hinzu gegeben und tber 10 min bei +4C
inkubiert. Erneut wurde bei 2800 RPM fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand

verworfen und das Pellet in 100 pl PBS resuspendiert.

AnschlieRend wurde die Probe mit einem fluoreszenzmarkierten sekundarem

Antikdrper gegen den CD117-Antikdrper (F(ab’)2 goat anti-rabbit Alexa Fluor 633nm
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IgG(H+L)) fir 10 min bei +4<T inkubiert und nach Ze ntrifugation erneut einem
Waschschritt unterworfen. Die nun auf CD117-markierten Zellen wurden in 1 ml PBS
resuspendiert, mit 1 pl 7-AAD lebend/tot gefarbt und mit FACS auf ihre Reinheit hin

analysiert.

3.2.5. Markieren der Zellen mit Vybrant™ -CFDA SE

Mit dem Zelltracer Vybrant™-CFDA SE (Carboxy-Fluorescein Diacetat Succinimidyl
Ester) kbnnen Zellen dauerhaft markiert werden. Diese Zellen und ihre Tochterzellen
lassen sich dann im Gewebe nachweisen.

Durch intrazellulare Esterasen wird Vybrant™-CFDA SE (gespalten. Die
fluoreszeirenden Spaltprodukte binden sich an intrazellulare Proteine. Die
Markierung lasst sich tber mehrere Zellteilungen hinweg nachverfolgen. In Zellkultur
konnte die Fluoreszenz des Vybrant™-CFDA SE in markierten Zellen nach einer
Woche nachgewiesen werden (Angaben des Herstellers).

Die Markierung erfolgte nach dem vom Hersteller (Invitrogen) empfohlenen Protokoll
unter Lichtausschluf3. 10 mM Vybrant™-CFDA SE wurden in 90 ul DMSO geldst. Die
Konzentration wurde mit PBS auf 10 pM eingestellt (1:1000). Die Knochenmarks-
zellen und CD117+-HSC wurden abzentrifugiert (10 min x 3000 RPM) und in 1 ml
dieser Losung resuspendiert. Uber 15 min wurde bei +37<T inkubiert. Die Zellen
wurden erneut abzentrifugiert und in frischem Stammzellmedium resuspendiert. Es
folgte eine Inkubation tber 30 min bei +37T. Ansch lieRend wurden die Zellen erneut

zentrifugiert und in frischem Stammzellmedium gelést.

3.2.6. Vitalitatsfarbung der Zellen mit Trypanblau

Die Trypanblau-Farbung beruht auf der Tatsache, dass vitale Zellen eine intakte
Zellmembran besitzen, welche fir Trypanblau inpermeabel ist. Ist die Zellmembran
jedoch geschadigt, kann Trypanblau in die Zelle eindringen. Farbt man nun eine

Zellprobe damit an, so stellen sich lebensfahige Zellen nicht blau gefarbt dar.

Um den Anteil der vitalen Zellen an den transplantierten Zellen zu ermitteln, wurde
eine solche Farbung durchgefihrt. Hierzu wurde eine Probe von 40 pl aus dem

Zellpool entnommen und mit 5 pl 0,4% Trypanblau versetzt. Die Probe wurde sofort
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in eine Neubauer-Zahlkammer eingebracht und die Anzahl der lebenden Zellen
(ungeféarbt) bestimmt. Es wurden 3 Grol3quadrate ausgezahlt und der Mittelwert
bestimmt. Der ermittelte Wert wurde nun zur Zellzahl ins Verhaltnis gesetzt und als
Prozentsatz vitaler Zellen beschrieben. Zur weiteren Verwendung wurde die Zellzahl

auf 1000 lebende Zellen je pl eingestellt.

3.3.  Makroskopischer Versuch

3.3.1. Setzen der Lasionen

48 vierwochige weibliche Balb-C-Mause wurden durch intraperitoneale Injektion von
Ketamin (90 mg/kg KG) sowie Rompun (6 mg/kg KG) narkotisiert. AnschlieRend
wurden mit 0,1 M NaOH-getrankte Papierplattchen (Whatman, Durchmesser 2 mm)
bilateral definierte kombinierte Epithel- und Stromaldsionen gesetzt, indem die
Papierplattchen dber 2 min belassen wurden (Abb. 7). Diese Methode wurde

modifiziert nach Cao et al. durchgefuhrt (9).

— 2IIm—

___ hNaOH-getrénktes Papier,

Cornea Il Durchimeszer 2mm

Sklera

2 xWaschen mit
physiologizcher
Kochsalzldsung

A

Entfernen nach 2 min
L&s=ion

¢

Abb. 7. Prinzip der Methode zur standardisierten Ve  rletzung der Hornhautoberflache.
I) Normales Auge. Il) Laugengetranktes Papier mit einem Durchmesser von 2 mm wird zentral auf die

Kornea gegeben. IIl) Nach 2 min wird das Papier entfernt, eine scharf umgrenzte L&sion ist auf der
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Hornhaut zu sehen. IV) Um evtl. vorhandene Restlauge zu entfernen, wird das Auge mit

physiologischer Kochsalzldsung gewaschen.

Die Augen wurden nun mit einem Tropfen Conjuncain EDO analgesiert. Uber 6 h
erfolgte eine Beobachtung der Tiere. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Tiere durch
Genickbruch in Isofluran-Narkose getotet, die Augen entnommen und entsprechend
den definierten Gruppen in 24-Well-Zellkulturschalen mittels steriler Sterican-Kanulen
27Gx3/4” so fixiert, da? die Hornhaut nach oben zeigte. Dies ist in Abbildung 8
dargestellt. Der Boden der Kulturschalen wurde mit Paraffin ausgegossen, um eine

sichere Verankerung zu ermdéglichen.

Madel
ace Auge mit Lasion

Paraffin

Abb. 8. Darstellung der Organkultur.

I) Schematische Darstellung der Organkultur (seitlich). Die Augen sind mit Nadeln am Paraffinboden
fixiert. Eine Lage&nderung der Organe in Kultur kann so weitgehend verhindert werden. Dadurch
werden Winkelverschiebungen der Hornhdute zwischen den einzelnen Untersuchungszeitpunkten
vermieden. Il) Photographie der Augen in der Kulturschale (von oben). Durch Fluoreszein erschienen
die Augen gelblich.

Fluoreszein wurde auf die Augen aufgetropft, um die GrbéRe der Lasionen
photographisch mittels eines Blaufilters zu dokumentieren.

Die Augen wurden zufallig in 3 Gruppen eingeteilt. 27 Augen bildeten die
Stammzellgruppe (SZ), 30 Augen die Knochenmark- (KM) und 33 Augen die
Kontrollgruppe (KO).

3.3.2. Auftragen der Zellen

Auf die Lasionen wurden nun entsprechend der Gruppen 25000 Vybrant™-CFDA
SE-markierte CD117+-HSC, 25000 Vybrant™-CFDA SE-markierte
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Knochenmarkzellen oder Stammzellmedium mit jeweils gleichem Volumen (25 pl)
hinzugegeben. Mit 500 pl Hornhautmedium wurde das Volumen anschlieRend
aufgefullt, um eine vollstdndige Immersion der Augen in Medium zu erreichen. Dieser
Schritt erfolgte initial 6 h nach Lasion und wurde zu den Zeitpunkten 12 h und 16 h
post lasionem wiederholt. Zu den folgenden Zeitpunkten wurde jeweils 525 ul
Hornhautmedium hinzugegeben. In Tabelle 2 ist der zeitliche Verlauf des Versuchs

schematisch dargestellt.

In vivo In vitro
Therapiezeitraum Beobachtungszeitraum
0h-6h 6h 12h 16h 20h 24h | 36h | 48h | 60h | 72h | 85h
KO 25 pl Stammzell- | 25 pl Stammzell- | 25 pl Stammzell-
medium + 500 pl | medium + 500 pl | medium + 500 pl ) )
Jeweils 525 pl Hornhautmedium
Hornhautmedium | Hornhautmedium Hornhautmedium
KM 25 ul Knochen- | 25 pl Knochen- | 25 pl Knochenmark
mark + 500 pl | mark + 500 pl | +500 pl Hornhaut- . )
Jeweils 525 pl Hornhautmedium
Hornhautmedium | Hornhautmedium medium
Sz 25 pl CD117+- | 25 pl CD117+- | 25 pl CD117+-HSC
HSC + 500 pl | HSC + 500 pl | +500 pl Hornhaut- ) )
Jeweils 525 pl Hornhautmedium
Hornhautmedium | Hornhautmedium medium

Tabelle 2. Schematischer Aufbau des Versuchs.

Die Augen wurden zunachst ohne Therapie 6 h in vivo belassen. Nach Enukleation der Augen wurde
der Versuch in vitro weitergefiihrt. Zu den Zeitpunkten 6, 12 und 16 h wurden entsprechend der
Gruppen 25 pl Stammzellmedium, 25 pl Knochenmark oder 25 pl CD117+-HSC appliziert und mit
500ul Hornhautmedium erganzt (Therapiezeitraum). Knochenmark und CD117+-HSC waren in
Die 1000/ul.  Im

Beobachtungszeitraum wurden die Augen aller drei Gruppen mit jeweils 525 pl Hornhautmedium

Stammzellmedium  suspendiert. Konzentration der Zellen betrug
Uberschichtet. Die Grol3e der Lasionen wurde zu jedem Zeitpunkt vor Applikation der Zellen bzw.

frischen Mediums nach Fluoreszeinfarbung photodokumentiert.

3.3.4. Verlaufsbeobachtung

Nach Entnahme der Augen und Fixation in den Schalen (Zeitpunkt t;=6 h) wurden 4 |

Fluoreszein auf die Hornhaute aufgetropft und die Grof3e der Lasion photographisch

bestimmt (Abb.9). Im Anschlu@ wurde das Fluoreszein mit 100 pul PBS
ausgewaschen und abpipettiert. Zu den Zeitpunkten t;=12 h und t3=16 h wurden
entsprechend der jeweiligen Gruppen CD117+-HSC, Knochenmark oder

Stammzellmedium sowie 500 ul Hornhautmedium hinzugegeben. Zu den spéateren

Zeitpunkten ts-t;0 (20 h — 84 h) wurden alle Gruppen mit 525 pl Hornhautmedium
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behandelt. Es erfolgte eine Dokumentation von 10 Zeitpunkten (t;.10= 6 h, 12 h, 16 h,
20 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h, 72 h und 85 h). Da die Organe in Kulturschalen mit
ungleich hohem Paraffinboden gehalten wurden, musste die Kamera bei jedem
Photo auf jedes Auge neu eingestellt werden. Daraus resultierten Unterschiede in
der Ausleuchtung, welche mittels digitalem Bildabgleich weitestgehend eliminiert
werden konnten. Trotz planer Aufnahmetechnik waren leichte Winkelverschiebungen
der einzelnen Bilder nicht vermeidbar. Durch die Normierung der Ulkusflache gegen

die sichtbare Hornhautflache wurde dieser Fehler minimiert.

Computer
Kaltlichtguells
Endoskop
Markierte Stammzelen & S
L&sion
Auge

Abb. 9. Makroskopische Datenerhebung.

Zunéachst wird das Medium aus den Kulturschalen entnommen. Nach Auftropfen von Fluoreszein wird
im Blaulicht des Endoskops die Hornhautlasion photographiert. Die Augen werden mit PBS
gewaschen und frisches vorgewarmtes Medium wird hinzugegeben. AnschlieRend kann am Computer

die Flache der Lasionen ermittelt werden.

3.3.5. Makroskopische Auswertung

Die photographisch dokumentierten L&asionen wurden mit dem Programm

SigmaScan® Pro 5 (SSPS Inc.) ausgewertet. Die Bilder wurden rechentechnisch in
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ihrer Grolke aufeinander  abgeglichen, um Beeinflussungen durch
Fokussierungsschwankungen der Kamera zu reduzieren. AulRerdem wurden die
Lasionen ins prozentuale Verhaltnis gegentber der sichtbaren Hornhautoberflache
gesetzt, um etwaige Winkelverschiebungen auszugleichen.

Die Grof3e der Lasionen wurde jeweils dreifach gemessen und der Mittelwert der
ermittelten Flachen gebildet. Anschlieend wurden die Flachen innerhalb der Gruppe
zu dem jeweiligen Zeitpunkt miteinander verglichen. Des Weiteren wurden die Daten
innerhalb der einzelnen Gruppen miteinander verglichen, um so die Variabilitat der
Heilungsgeschwindigkeit darzustellen. Statistische Analysen wurden mit dem
Programm SPSS 8.0 (SSPS Inc.) durchgefthrt.

Anschliel3end wurden die Augen aus den Kulturschalen entnommen und histologisch

untersucht.
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3.4. Histologische Auswertung

3.4.1. Verarbeitung der Gewebe

Die Augen wurden Uber Nacht in 4% gepuffertem Formaldehyd fixiert. Danach
erfolgte das Auswaschen der Fixierlosung unter flieRendem Leitungswasser. Die
Organe wurden anschlieRend Uber eine aufsteigende Propanolreihe (12 h in 50%
Propanol, 2 h in 70% Propanol, 1 h in 96% Propanol, 1 h in 100% Propanol)
entwassert, in Paraffin eingebettet und zum Schneiden aufgeblockt.

An einem Mikrotom (Fa. Leica) wurden 5 pum-Schnitte der Augen angefertigt. Diese
wurden auf doppelt silanisierte Objekttrager aufgezogen. Die Schnitte wurden bei

+4<C im Kihlschrank unter Lichtausschlul3 bis zur we iteren Verarbeitung gelagert.
Anschliel3end wurden die Farbungen durchgefthrt.

Histologische Untersuchungen beziglich des Epithelaufbaus, der Verteilung
Vybrant™-CFDA SE-positiver Zellen sowie immunhistologische Schnitte mit Farbung
auf Cytokeratin 3/12 (CK 3/12) und CD117 wurden angefertigt.

3.4.2. Immunhistochemie

Immunfarbungen basieren auf der Anwendung spezifischer Antikérper gegen
bestimmte Antigene.

Zuerst werden unspezifische Bindungsstellen der Gewebe mit Normalserum
geblockt. AnschlieRend wird die Probe (bzw. das Praparat) mit dem entsprechenden
Antikdrper inkubiert. Die Antikérper binden an das jeweils spezifische Antigen. Je
nach Antikérper wird nun wie folgt verfahren: Bei markierten Antikorpern kann das
Praparat nach einem Waschgang (zur Entfernung Uberschissigen Antikorpers)
eingebettet und ausgewertet werden. Bei nichtmarkierten Antikbrpern muf eine
Darstellung mit der sogenannten Sandwich-Methode erfolgen. Dazu wird ein zweiter
Antikdrper, welcher gegen das Fc-Fragment des Primarantikérpers gerichtet und mit
einer Markierung oder einem Enzym gekoppelt ist, auf das Préaparat gegeben. Dieser
Antikdrper bindet nun an den ersten Antikdrper. Ist der Sekundarantikdrper mit einem
Farbstoff markiert, kann die Farbung abgeschlossen werden, ist er mit einem Enzym

markiert, wird die Enzymreaktion durchgefuhrt. Dabei werden zugegebene Substrate
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in Farbstoffe umgewandelt, die dann mikroskopisch dargestellt werden kdnnen.
Mehrfachfarbungen sind bei allen genannten Methoden maoglich.

3.4.3. Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der Eigenschaft verschiedener Substanzen
(Fluorochrome), welche durch die Aufnahme von Licht bestimmter Wellenlangen
angeregt werden kénnen (Absorption) und daraufhin Licht definierter Frequenzen
emittieren (Emission). Man unterscheidet Priméarfluoreszenz (auch Eigenfluoreszenz)
und Sekundarfluoreszenz (erst nach Behandlung mit Fluorochromen). Bei letzterer
unterscheidet man direkte Farbungen und indirekte Farbungen. Bei direkten
Farbungen werden die Gewebe mit fluoreszierenden Farbstoffen, z.B. DAPI oder
Vybrant™-CFDA SE-Zelltracer behandelt. Eine Sonderform der direkten Fluoreszenz
ist die induzierte Fluoreszenz, bei welcher nichtfluoreszierende korpereigene Stoffe
durch Behandlung zu Fluorophoren umgewandelt werden. Bei indirektern Farbungen
werden die Farbstoffe an spezifische Trager wie z.B. Antikorper fixiert, die sich dann
an das Gewebe binden.

Werden Fluorochrome in die gewinschten Objekte (Zellen oder Gewebe)
eingebracht, kann man nach Anregung die emittierten Frequenzen am Mikroskop
darstellen. Meist wird mittels UV-Lampen ein breites Anregungsspektrum angelegt,
welches durch nachgeschaltete Filterblocke in die gewilnschten Partitionen
aufgetrennt wird. Der schematische Aufbau des Fluoreszenzmikroskopes ist in
Abbildung 11 gezeigt.

Das gefarbte Objekt wird so angeregt und die im Praparat vorhandenen
Fluorochrome emittieren in ihren jeweiligen Emissionspektren.

Die verschiedenen Emissionen kdonnen nun im Strahlengang durch Filter erneut
aufgetrennt werden, um so die gewinschten Strukturen darzustellen. Absorptions-

und Emissionsspektren der verwendeten Farbungen sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abzorption Emission

Dapi 1 \ Dapi

Aleea B30 Alexa B33nm
350 450 S50 BS0 750 nmm 3s0 450 S50 B0 750 nm
Wellenlinge Wellenl&nge

Abb. 10. Absorptions- und Emissionsspektren der ver wendeten Fluorochrome.

Werden geeignete Filter und Fluorochromen gewéhlt, kénnen an einzelnen
Praparaten und Zellen mehrere Eigenschaften (wie z.B. Vybrant™-CFDA SE, CD117
und CK 3/12) gleichzeitig dargestellt werden.

| l— Digitalkamera
L G
Rechner
& / 00
elcllegel — Fitterhiock
L -Lampe
—I < | » ——Linze

_ﬁf— Strahlerteiler
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Qcular
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‘-‘{Etj — Obijektiv
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Abb. 11. Schematischer Aufbau des Fluoreszenzmikros  kopes.

In einer UV-Lampe wird ein breites Spektrum an UV-Licht erzeugt. Uber Filter und Strahlteiler wird
dieses Licht auf das Praparat gelenkt. Die im Préparat enthaltenen Fluorochromen absorbieren das
Licht und werden dadurch angeregt. Sie emittieren nun Licht in ihrem jeweiligen Emissionsspektrum.
Durch den Strahlenteiler gelangt das emittierte Licht zu einem Filterblock, der nur Licht bestimmter
Wellenldngen hindurchlasst. Das durchgelassene Licht ergibt ein Bild, welches vom Betrachter

ausgewertet werden kann.
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3.4.4. Grundlagen der Konfokalmikroskopie

Das Konfokalmikroskop (engl. CLSM, confocal laser scanning microscope) ist ein
Lichtmikroskop, welches optisch mikroskopische Schnitte in dreidimensionalen
Strukturen (Geweben) erzeugen kann. Durch Datenverarbeitung in einem Computer
konnen diese Schnitte zu einer rdumlichen Darstellung zusammengefugt werden
(Abb.12).

Wird am Lichtmikroskop normalerweise durch Uberlagerung der lichtoptisch scharf
eingestellten Ebene durch anliegende Ebenen die Auflésung herabgesetzt
(verwaschen), so ermoglicht das Konfokalmikroskop die Darstellung nur einer
Schnittebene. Dabei wird das Licht auf einen Punkt in dieser Ebene fokussiert und
durch Verschieben des Punktes eine ganzheitliche Darstellung der Ebene
ermdglicht. Licht aul3erhalb der gewiinschten Ebene wird durch eine Lochblende
(Pinhole) unterdriickt. Damit reduziert sich die Unscharfe. Durch diese Technik
lassen sich hochauflésende dreidimensionale Bilder generieren (Auflésung bis 200
nm Objektgrofie).

Durch Verwendung verschiedener Laser und Blenden konnen vor allem
Fluoreszenzmehrfachmarkierungen mit hochster Genauigkeit dargestellt werden.
Aus den gewonnenen Datensatzen lassen sich die jeweils gewilnschten
Informationen herausfiltern. Die Lichtfrequenzen kénnen durch Masken (&hnlich wie
Filter bei der herkbmmlichen Fluoreszenzmikroskopie) auf die gewtinschten Spektren

reduziert werden.
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Abb. 12. Schematischer Aufbau des Konfokalmikroskop es.

Ein Laserstrahl wird auf das Praparat geleitet und erregt die Fluorochromen. Diese emittieren Licht in
ihrem individuellen Spektrum. Das emittierte Licht wird zum Detektor geleitet. An der Detektionsblende
kann das sogenannte ,Pinhole” eingestellt werden. Das ,Pinhole” erlaubt es, nur eine bestimmte
Ebene innerhalb des Praparats scharf einzustellen, andere Ebenen werden bei der Darstellung der
Daten herausgerechnet. Damit lassen sich der herkdmmlichen Fluoreszenzmikroskopie an Schérfe

Uberlegene Bilder gewinnen.

3.4.5. HE-Farbung (Hamalaun-Eosin)

Die HE-Farbung erfolgte nach einem in der Routinediagnostik verwendeten
Standardprotokoll unter weitgehendem Lichtauschluf3:
Entparaffinieren in absteigender Alkoholreihe:

Xylol 1 100% 10 min
Xylol 2 100% 10 min
Ethanol 100% 5 min
Ethanol 96% 5 min
Ethanol 70% 5 min
Ethanol 50% 5 min
Aqua dest. 15 sec
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Farben:
Hamalaun 4 min

Blauen in Leitungswasser 10 min

Eosinlésung 1% 30 sec
Ethanol 50% 10 sec
Ethanol 70% 10 sec
Ethanol 96% 10 sec
Ethanol 100% 10 sec
Isopropanol 100% 10 sec
Xylol 1 100% 10 min
Xylol 2 100% 10 min
Eindecken

3.4.6. Immunfarbung auf CD117

Die Immunfarbung auf CD117 wurde nach der Sandwich-Methode durchgeftuhrt, d.h.
die Schnitte wurden erst mit dem polyklonalen Primarantikérper rabbit anti-mouse
CD117 (Verdunnung 1:200) markiert und dieser anschlieRend mit dem
fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikbrper goat anti-rabbit Alexa™ 633 nm
(Verdiinnung 1:500) dargestellt. Als Kerngegenfarbung wurde DAPI verwendet. Die

Vorinkubation erfolgte mit Ziegen-Normalserum zum Blocken der unspezifischen

Bindungen.

Protokoll:
0,2% Tween 20 10 min
20% Ziegen-Normalserum in PBS 20 min
0,2% Tween 20 10 min
0,2% Tween 20 10 min
Primarantikdrper 1:200 120 min
0,2% Tween 20 10 min
0,2% Tween 20 10 min
Sekundarantikérper 1:500 120 min
0,2% Tween 20 10 min
0,2% Tween 20 10 min
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1 pg/ml DAPI 5 min
0,2% Tween 20 10 min
0,2% Tween 20 10 min

Einbetten in Glycin.
Fixierung des Randes mit Nagellack (zum Vermeiden von Austrocknung).

3.4.7. Immunfarbung auf Cytokeratin 3/12

Die Immunfarbung auf CK 3/12 wurde ebenfalls nach der Sandwich-Methode
durchgefuhrt. Die Primarmarkierung erfolgte mit dem monoklonalen mouse anti-
Cytokeratin 3/12 Antikérper (Verdinnung 1:100), als Sekundarantikbrper wurde der
fluoreszenzmarkierte goat-anti-mouse Antikorper (Alexa™ 555 nm, 1:500)
verwendet. Die Blockung erfolgte mit Ziegen-Normalserum und die

Kerngegenfarbung mit DAPI.

3.4.8. Fluoreszenzmikroskopie

An einem Fluoreszenzmikroskop der Marke Olympus BH2RFCA wurden bei 200-
und 400-facher Vergré3erung mit der Software Visitron spot advanced digitale Bilder
der gefarbten Praparate angefertigt. Zur Darstellung der Farbungen wurden folgende
Filter verwendet: BP 495 FIT-C, LP F11-007 533/50, F 151 006.

Die gewonnen Bilder wurden miteinander verglichen und die Verteilung der
markierten Stamm- und Knochenmarkszellen hinsichtlich Vybrant™-CFDA SE und

die Expressionsmuster beziglich CD117 und CK 3/12 untersucht.

3.4.9. Konfokalmikroskopie

Da bei herkdbmmlicher Fluoreszenzmikroskopie die Unterscheidung zwischen intra-
und extrazellularen Strukturen durch die technisch bedingten Uberlagerungseffekte
nur begrenzt moglich war, wurden mit einem Konfokalmikroskop ergdnzende Bilder
der Praparate angefertigt. Die Trennfilter wurden bei 535 nm und 610 nm gesetzt.
Die Praparate wurden auf die Expression von CK 3/12, CD117 und die Fluoreszenz

entsprechend Vybrant™-CFDA SE untersucht.
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4. Ergebnisse

4.1. Lokal applizierte CD117-positive hamatopoetisc he Stammzellen und
lokal applizierte Knochenmarkzellen erhohen die Hei  lungsrate kornealer
Epithellasionen.

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von lokal applizierten CD117+-HSC und
Knochenmarkzellen auf die korneale Wundheilung zu untersuchen. Standardisierte
Hornhautlasionen wurden in einem in-vivo/ in-vitro-Modell zu drei Zeitpunkten mit
CD117+-HSC, Knochenmarkzellen und Stammzellmedium behandelt. Es erfolgte
eine Nachbeobachtung Uber 85 h. Die Lasionen wurden an 10 Zeitpunkten
photographisch dokumentiert und mit dem Programm SigmaScan® ausgewertet. Die
Heilungsrate, Heilungszeit und Heilungsgeschwindigkeit wurden bestimmt.
Anschliel3end wurden die Organe immunhistologisch untersucht.

Um den Effekt von CD117+-HSC und Knochenmarkzellen auf die Heilungsrate der
Epithellasionen zu bestimmen, wurden die Ulcera 0, 6, 12, 16, 20, 24, 36, 48, 60, 72
und 85 h nach Enukleation der Augen mit Fluoreszein angefarbt und photographiert.

Eine Hornhaut wurde als abgeheilt angesehen, sobald sich mit Fluoreszein kein
Ulkus mehr darstellen lie. Endpunkt der Analyse war die Abheilung im
Beobachtungszeitraum von 85 h.

Zunachst wurden die Gruppen mittels ANOVA-Analyse miteinander verglichen.
Dabei wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt. Zur
genaueren Analyse wurde der gepaarte Student’s t-Test angewendet.

Eine komplette Abheilung der Lasionen erfolgte im Beobachtungszeitraum von 85 h
in 100% (27/27) der Stammzellgruppe (SZ), Iin 9567% (29/30) der
Knochenmarkgruppe (KM) und in 66,67% (22/33) der Kontrollgruppe (KO). Die
statistische Analyse ergab sowohl fir SZ als auch fir KM gegeniuber KO einen
hochsignifikanten Unterschied (p<0,005). Ein signifikanter Unterschied zwischen SZ
und KM konnte nicht festgestellt werden (p=0,89).

Daraus lasst sich schlussfolgern, dass im verwendeten Modell sowohl CD117+-HSC
als auch Knochenmarkzellen einen positiven Effekt auf die Heilungsrate der
kornealen Ulcera ausuben. Ein Unterschied der Heilungsraten zwischen den
Gruppen SZ und KM besteht nicht.
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4.2. CD117+-hdmatopoetische  Stammzellen und  Knochen markzellen

beschleunigen die korneale Wundheilung.

Um den Effekt der applizierten CD117+-HSC bzw. der applizierten
Knochenmarkzellen auf die Heilungsdauer der Lasionen zu analysieren, wurden nun
mittels der Software SigmaScan® die sichtbaren Hornhautoberflichen zu jedem
Untersuchungszeitpunkt ausgemessen. Die Messung wurde dreifach durchgefuhrt,
um die Messgenauigkeit zu erh6hen. Nach klinischen Gesichtspunkten erfolgten die
Messungen der jeweiligen fluoreszeinangefarbten Ulkusoberflache ebenfalls dreifach
(Abb. 13). Die Mittelwerte der Messungen wurden gebildet und fir die weitere
statistische Analyse verwendet.

Die gemessenen Ulcera wurden in Relation zur respektiven Hornhautoberflache
gesetzt. Die erste gemessene Lasion wurde als Ausgangspunkt angesehen und als
1,0 definiert. Die jeweiligen Folgewerte wurden nun als Bruchteil des
Ausgangswertes bestimmt. Die Abheilung entsprach somit der Differenz zwischen
dem Ausgangswert und dem Folgewert. Zu jedem weiteren Zeitpunkt wurde der
aktuelle Wert als Bruchteil des vorhergehenden definiert (Beispiel: Ulkus 6 h = 1,0.
Ulkus 12 h = 0,5. Abheilung = (1,0-0,5)x100% = 50%. Ulkus 12 h = 0,5. Ulkus 16 h =
0,25. Abheilung = (0,25/0,5-0,25)x100% = 50%) Mittels der Software SPSS™ 8
konnten die Heilungszeiten nach Kaplan-Meier und die entsprechenden
Signifikanzen als log-rank ermittelt werden. Die Analyse nach Kaplan-Meier
(Uberlebenszeitanalyse) besagt, dass ein Ereignis (in diesem Fall die Abheilung des
Ulkus) zu einem ex ante unbekannten Zeitpunkt eintrifft und nicht notwendigerweise
im  Beobachtungszeitraum erfolgt. Tritt die Abheilung innerhalb des
Untersuchungszeitraumes auf, ist der Wert unzensiert, erfolgt sie spéater, gilt der Wert
als zensiert. Dabei wird die Wahrscheinlichkeit der Abheilung anhand der vorherigen

Abheilungswahrscheinlichkeiten ermittelt (103).
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Abb. 13. Representative makroskopische Photographie = n der untersuchten Mausaugen zur

Auswertung der Epithellasionen zeigen einen klaren Unterschied zwischen den Gruppen.

Die fluoreszeingefarbten Augen der verschiedenen Gruppen KO, KM und SZ sind entsprechend der
zeitlichen Abfolge dargestellt. Die Ulcera stellen sich hellgriin dar. Zur besseren Darstellung wurden
die Ulcera weif3 umrandet. Die umrandete Ulkusflache wurde mit dem Programm SigmaScan®
ausgemessen. Die Werte der ermittelten Ulkusflachen wurden zu den sichtbaren Hornhautoberflachen
ins Verhaltnis gesetzt, um die Heilungsgeschwindigkeit zu berechnen.

KO, Kontrollgruppe; KM, Knochenmarkgruppe; SZ, Stammzellgruppe.

Die mittlere Heilungszeit betrug fur die SZ 29,5+17,19 h, fir die KM 30,07+16,45 h
und fur die KO 55,48+23,77 h (Abb. 14). Dies entspricht fur SZ 53,17% und fur KM
54,2% der mittleren Heilungsdauer der KO. Der Unterschied zur KO war sowohl fur
SZ als auch KM hochsignifikant (log-rank-Test: p<0.0001).

Dies besagt, dass die lokale Applikation von CD117+-HSC bzw. von Knochenmark
die Heilungsdauer kornealer Wunden signifikant (um 46,83% respektive 45,8%)

verkdrzt.
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Abb. 14. Die Lasionen der Stammzell- und Knochenmar  kgruppe heilen schneller als in der
Kontrollgruppe.

In dieser Abbildung ist die Analyse nach der Kaplan-Meier-Methode (Abheilungskurve) der jeweiligen
Gruppen dargestellt. Jede Stufe entspricht der Abheilungsrate zum Untersuchungszeitpunkt, die Hohe
der Stufe zeigt den Anteil noch nicht abgeheilter Hornh&dute. Horizontal kann die Zeitdifferenz der
Abheilung zwischen den verschiedenen Gruppen bestimmt werden.

In der SZ (rot) ist eine komplette Abheilung erfolgt. In der KM (blau) wurde ein Wert zensiert (blaues
Kreuz), da die Lasion im Beobachtungszeitraum nicht abgeheilt war. In der KO (griin) wurden mehrere
Werte zensiert (rotes Kreuz), weil eine komplette Abheilung nicht erfolgte. Die Analyse nach Kaplan-

Meier zeigt einen klaren Unterschied zwischen KM, SZ und KO bezuglich der Abheilungszeit.

4.3. Die Heilungsgeschwindigkeit kornealer Wunden w  ird von CD117+-HSC
und Knochenmarkzellen beschleunigt und verlauft im verwendeten Modell

zweiphasig.

Zur Analyse der Heilungsgeschwindigkeiten der Ulcera wurde die relative Heilung
gegeniber dem jeweiligen Vorwert Uber die Zeit nach der Formel V,=(Ay-An+1)/(th+1-

tn) (Vn=Geschwindigkeit, A,=Flache, t,=Zeit) berechnet. Beispiel: Betrug die Flache
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des Ulkus zum Zeitpunkt t,=6 h A,=100% und zum Zeitpunkt t,+1=12 h An+1=50%,
berechnete sich die relative Heilungsgeschwindigkeit [V,=(100%-50%)/(12 h-6 h) =
50%/6 h = 8,33%/h)]. Die drei Gruppen wurden bezuglich der Heilungs-
geschwindigkeit mit ANOVA verifiziert und anschlieBend mit dem gepaarten
Student's t-Test auf Signifikanz Uberprtift.

Wahrend des anfanglichen Therapiezeitraumes t;.4 (6-20 h) erfolgte eine dreimalige
Applikation von CD117+-HSC, Knochenmarkzellen bzw. Stammzellmedium. Im
Beobachtungszeitraum t4.;0 (20-85 h) hingegen wurden die Hornhaute aller drei
Gruppen im Hornhautmedium nachbeobachtet.

Um zu Uberprufen, ob ein Unterschied der Heilungsgeschwindigkeiten innerhalb der
Gruppen zwischen dem Therapie- und Beobachtungszeitraum bestand, wurden
diese Zeitrdume miteinander verglichen.

Die mittlere Heilungsgeschwindigkeit (V) im Therapiezeitraum t;=6 h bis t,=20 h
betrug fur die KO 4,08%/h, fur die KM 5,47%/h und fir die SZ 5,65%/h, was einem
Benefit gegenuber den Kontrollaugen von 34,06% (1,39%/h) in der KM und von
38,48% (1,57%/h) in der SZ entspricht (Abb.15, Abb.16).

37



4. Ergebnisse

120
100 - c
ClC) 0 - —— KO
N
8 e KM
(a Sv4
=
o 604
<
O
X©
Y—
3
= 407
D
o——¢
20-
0] T T T T 7 % vl i

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 0

Zeit in Stunden
Abb. 15. Die lokale Applikation von CD117+-HSC und Knochenmarkzellen fiihrt im Vergleich
zur Kontrolle zu einer schnelleren Abheilung der Ul kusflachen.
Im Diagramm sind die prozentualen Mittelwerte der Ulkusflachen Uber die Zeit aufgetragen. Ab dem
dritten Untersuchungszeitpunkt bei t=16 h stellt sich ein klarer Vorteil der SZ und KM gegeniber der
KO dar (p<0,05). In der KO zeigt sich ein Anstieg der mittleren Ulkusflache im Sinne eines

persistierenden Defektes der nicht abgeheilten Hornh&ute nach dem Zeitpunkt t=48 h.
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Abb. 16. Ein anhaltender Effekt der applizierten CD 117+-HSC auf die Heilungsgeschwindigkeit
kornealer Wunden ist nach beendeter Therapie nachwe  isbar.

Das Diagramm zeigt die mittlere prozentuale Heilungsgeschwindigkeit je Stunde im Therapie- und
Beobachtungszeitraum. Die senkrechte Linie (bei t=20 h) trennt die beiden Zeitrdume voneinander.
Die Heilungsgeschwindigkeit sinkt initial in allen drei Gruppen. Nach dem vierten Messpunkt (t=20 h)
und beendeter Therapie erfolgt eine weitere Reduktion der Heilungsgeschwindigkeiten in den
Gruppen KM und KO, nicht jedoch SZ (nach einem Mindestwert bei 36 h). Die
Heilungsgeschwindigkeiten der Gruppen SZ und KM betragen nach t=72 h null, da die Hornhaute
abgeheilt sind (eine nicht abgeheilte Hornhaut der Gruppe KM zeigte keine weiteren
Heilungstendenzen). In der Gruppe KO kommt es aufgrund einer Zunahme der Ulkusflache der nicht

abgeheilten Augen zu negativen Werten nach t=60 h.

In allen Gruppen gab es einen hochsignifikanten Unterschied der
Heilungsgeschwindigkeit zwischen den frihen Therapie- (t14) und spaten
Beobachtungszeitpunkten (t4.10). Nach Beendigung der Behandlung (t,=20 h) sanken
die Heilungsgeschwindigkeiten in allen Gruppen ab (Abb.17).

In der KO fiel die Heilungsgeschwindigkeit von 4,08%/h auf 0,29%/h. Dies entspricht

einer Reduktion um 92,90%. Die Analyse mit dem Student's t-Test ergab eine
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Wahrscheinlichkeit von p=2,91x10"*, das Ergebnis ist hochsignifikant. In der KM

sank die Heilungsgeschwindigkeit von 5,47%/h auf 0,71%/h entsprechend einer
Reduktion um 87,03% (p=5,59x10""°, hochsignifikant). In der SZ erfolgte eine
Reduktion der Heilungsgeschwindigkeit um 86,55% von 5,65%/h auf 0,76%/h
(p=6,14x10"", hochsignifikant). Ein Unterschied zwischen den zellbehandelten

Gruppen und der KO bestand weiterhin. Dieser entspricht einem bleibenden Benefit
bezuglich der Heilungsgeschwindigkeit von 144,82% (KM) bzw. 162,07% (SZ2)

gegenuber der KO (Abb.18).

6
5 -
o KO
4 BKM |
0z

Heilungsgeschwindigkeit in Prozent/Stunde
w

0 .
Therapiezeitraum  Beobachtungszeitraum

Abb. 17. Es Dbesteht ein
deutlicher  Unterschied der
mittleren prozentualen
Heilungsgeschwindigkeiten
zwischen dem Therapie-(t 1.4,
entspricht 6-20 h) und dem
Beobachtungszeitraum(t 4.1,
entspricht 20-85 h) in allen drei

Gruppen.

Die Balken entsprechen den
prozentualen mittleren
Heilungsgeschwindigkeiten je

Stunde. In beiden Zeitrdumen
heilen KM bzw. SZ schneller als
KO. Die Heilungsgeschwindigkeit
fallt in allen drei Gruppen nach
beendeter Therapie massiv ab.
Die jeweiligen  Unterschiede
zwischen den Intervallen sind
hochsignifikant (p<0,0001).
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Abb. 18. In Therapie- und Beobachtungszeitraum ist eine klare Beschleunigung der kornealen
Wundheilung der Gruppen SZ und KM gegeniber KO zub  eobachten.

Die relativen Heilungsgeschwindigkeiten gegentber der KO und der relative Heilungsgewinn sind im
Therapie- (t;4) und Beobachtungszeitraum (t;,0) dargestellt. Der Wert der KO wurde als 100%
angesehen. Die Differenz zwischen den Geschwindigkeiten in den Gruppen SZ und KM gegeniber
KO wurde als Benefit im jeweiligen Zeitraum angegeben. Im Beobachtungszeitraum ist ein klarer

therapeutischer Gewinn in den Gruppen KM und SZ gegeniiber KO zu verzeichnen.

4.4. Zwischen den Hornhautepithelien der behandelte n Gruppen besteht
morphologisch kein Unterschied.

Um den Einfluss der applizierten CD117+-HSC bzw. Knochenmarkszellen auf den
Aufbau des regenerierten Epithels zu untersuchen, wurden nach dem
Beobachtungszeitraum von 85 h Paraffinschnitte nach HE gefarbt. In der normalen
Hornhaut besteht das Korneaepithel aus 6-8 Zellschichten (Abb.19). In der HE-
Farbung konnte in samtlichen Gruppen ein mehrschichtiges unverhorntes
Plattenepithel mit 2-3 Zelllagen nachgewiesen werden. Zwischen den Gruppen gab

es keine Unterschiede bezuglich der Hohe (in Zelllagen) und Dichte des Epithels.
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Abb. 19. Reprasentative Bilder einer HE-Farbung (ob  en) und einer DAPI-Kernfarbung (unten)
von unbehandelten und behandelten Hornhauten sind d argestellt.

Das Epithel der normalen Hornhaut zeigt ein nicht verhorntes 7-schichtiges Epithel. Das Epithel der
abgeheilten Augen der drei Gruppen besteht aus 2-3 Zelllagen. Es sind keine Unterschiede im Epithel
der Gruppen KO, KM und SZ zu erkennen (Pfeilspitzen zeigen auf das Epithel). Zur besseren
Darstellung der Grenzen zwischen Epithel, Stroma und Endothel sind diese mit Linien hervorgehoben.
Sterne (<) markieren mitangeschnittene Linsenanteile. HE 400fach, DAPI 200fach.

4.5. Vybrant™-CFDA SE Zelltracer kann im Hornhautep ithel der SZ und KM
nachgewiesen werden, eine Zuordung zu konkreten Zel len ist jedoch nicht
maglich.

Vybrant™-CFDA SE wird von den Zellen aufgenommen und durch intrazellulare
Esterasen gespalten. Durch die Bindung der fluoreszierenden Spaltprodukte werden
Zellproteine angefarbt. Um auf die Hornhautulcera lokal applizierte CD117+-HSC und
Knochenmarkzellen nachweisen zu kodnnen, wurden diese Zellen vorher mit
Vybrant™-CFDA SE markiert. Damit konnte die Verteilung bzw. Integration dieser
Zellen in die behandelten Hornhaute analysiert werden.

Um den Zelltracer sichtbar zu machen, wurden die Praparate bei einer Wellenlange
von 488 nm mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Zur Abgrenzung der
einzelnen Zellen wurde mit dem Farbstoff DAPI eine Kerngegenfarbung
durchgeflihrt. Die Auswertung der markierten Zellen erfolgte qualitativ.

Sowohl in der KM als auch in der SZ konnte der Nachweis des Zelltracers Vybrant™-

CFDA SE gefuhrt werden. In beiden Gruppen wies das Epithel eine Fluoreszenz bei
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488 nm auf (Abb.20). Die diffuse Anfarbung des Korneaepithels in den Gruppen SZ
und KM erlaubte jedoch keine klare Zuordnung zu einzelnen Zellen. Eine Integration

der applizierten Zellen konnte damit weder bestétigt noch widerlegt werden.

Normal KO KM SZ

Cdl17

Whb.

Abb. 20. CD117-positive Zellen sind nicht im Epithe | der behandelten Augen nachweisbar. Im
Epithel der KM und SZ lasst sich die Fluoreszenz de s Zelltracers Vybrant™ -CFDA SE
nachweisen.

In der Abbildung sind eine Farbung der Hornh&aute auf CD117 (oben, mit Kernfarbung DAPI) und die
Fluoreszenz des Vybrant™-CFDA SE (Vyb., unten) dargestellt.

Oben: Unbehandelte Hornhaute exprimieren kein CD117. Die Hornhdute der drei Gruppen zeigen
eine unspezifische Fluoreszenz des Epithels.

Unten: Unbehandelte und Kontrollhornhdute zeigen keine Fluoreszenz des Epithels. KM und Sz
weisen eine diffuse Fluoreszenz des Epithels im Griinbereich (entspricht Vybrant™-CFDA SE) auf.
Zur besseren Darstellung der Praparate wurde bei der Aufnahme der unbehandelten Hornhaut und
der Kontrolle im Griinbereich tGberblendet, wodurch das Stroma stark griin erscheint. Teile der Linse
sind schnittbedingt mitdargestellt (Stern). Die Linien sollen die Grenzen zwischen Endothel, Stroma

und Epithel hervorheben. Fluoreszenzmikroskopie, oben 400fach, unten 200fach.

4.6. CD117 wird von heilendem kornealen Epithel nic  ht exprimiert.

Um lokal integrierte, aber nicht transdifferenzierte CD117+-HSC nachzuweisen,
wurden die Praparate immunhistochemisch auf CD117 untersucht.
CD117, auch c-kit, ist eine Bezeichnung fur den Stammzellfaktorrezeptor. Ein

Nachweis von c-kit gelang an Stammzellen verschiedener Linien sowie an
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Mastzellen. Im hamatopoetischen System sinkt die Expression von c-kit mit
zunehmender  Differenzierung (48). Ein  Nachweis von CD117 an
Hornhautepithelzellen ist bisher in der aktuellen Literatur nicht beschrieben.
Paraffinschnitte der untersuchten und zweier unbehandelter Augen wurden auf
CD117 gefarbt und mit dem Fluoreszenzmikroskop qualitativ untersucht.

An samtlichen untersuchten Augen konnte CD117 nicht im kornealen Epithel
nachgewiesen werden. Ein Nachweis der applizierten CD117+-HSC und

Knochenmarkzellen konnte somit nicht gefiihrt werden.

4.7. Cytokeratin 3/12 ist im kornealen Epithel der behandelten Augen

nachweisbar.

Die Expression von CK 3/12 ist ein Marker fur korneale Epithelzellen (83). Eine
Ausnahme sind limbale Stammzellen, welche kein CK 3/12 exprimieren. An
Knochenmarkzellen und CD117+-HSC ist CK 3/12 bisher nicht beschrieben. Ein
Nachweis von CK 3/12 an den applizierten Zellen wirde bedeuten, dass diese Zellen
sich in korneale Epithelzellen transdifferenziert haben.

Um die Expression von CK 3/12 im Epithel der behandelten Augen zu analysieren,
wurden Paraffinschnitte aller drei Gruppen sowie zweier unbehandelter
Kontrollaugen gefarbt und mit dem Fluoreszenzmikroskop und dem

Konfokalmikroskop qualitativ untersucht.

Normal | KO KM S/

CK 3/12

Abb. 21. Das Epithel unbehandelter und behandelter Hornh&aute exprimiert Cytokeratin 3/12.
Fluoreszenzfarbungen auf CK 3/12 von unbehandelten und behandelten Hornh&uten sind abgebildet.
Alle Hornh&ute zeigen eine Anfarbung des Epithels (Pfeile weisen auf das Epithel). Das Epithel ist fur
CK 3/12 positiv. Konfokalmikroskopie, 400fach.

In den untersuchten Hornh&auten aller Gruppen waren die anterioren Zellreihen fur

CK 3/12 positiv. Damit konnten diese Zellreihen dem kornealen Epithel zugeordnet
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werden (Abb. 21). Ein Nachweis der applizierten CD117+-HSC und
Knochenmarkzellen anhand der fehlenden Expression von CK 3/12 konnte nicht

erbracht werden.
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5. Diskussion

5.1. Effekt von CD117+-hamatopoetischen Stammzellen und
Knochenmarkzellen auf die Heilungsgeschwindigkeit u nd -rate kornealer
Epithelverletzungen.

Der positive Effekt einer lokalen Zelltherapie von Hornhautulzera ist im verwendeten
Modell hochsignifikant. Die Heilungsrate in der SZ betrug 100% (KO: 66,67%,
Benefit: 33,33%) und der mittlere Zeitgewinn betrug 25,98 h, was bei einer
durchschnittlichen Heilungsdauer der Kontrollaugen von 55,48 h einer Reduktion um
46,82% entspricht. Die Heilungsrate in der KM betrug 95,67% (Benefit: 29%), der
mittlere Zeitgewinn 25,41 h (Benefit: 45,8%). Die Therapien mit Knochenmarkzellen
und mit CD117+-HSC sind gleichwertig.

Knochenmark besteht aus verschiedenen Zellen des hamatopoetischen und des
myelopoetischen Systemes. Stammzellen sind in geringen Mengen im Knochenmark
enthalten (etwa 1 Stammzelle auf 40000 Zellen) (48). Zwischen den verschiedenen
Zellen des Knochenmarkes bestehen &auf3erst komplexe Wechselwirkungen uber
direkte und indirekte (auto-, parakrine und humorale) Zellkontakte (31, 58).
Insgesamt wurde je Hornhaut in der KM 75000 Knochenmarkzellen aufgebracht.
Dies entspricht 1,8 Stammzellen pro Hornhaut. Dagegen betrug in der SZ die Zahl
der CD117+-HSC 75000 pro Hornhaut.

Ein signifikanter therapeutischer Unterschied zwischen der lokalen Appikaiton von
CD117+-HSC und Knochenmark auf die Heilungsrate und —geschwindigkeit der
Ulcera besteht nicht. Gegeniuber den Kontrollen haben beide Zelltherapien einen
positiven Einfluss auf die Heilung der Hornhautulcera.

Daraus ergeben sich mehrere Schlussfolgerungen:

a) Lokal applizierte Knochenmarkzellen und CD117+-HSC haben einen positiven
Effekt auf die korneale Wundheilung.

b) Da der therapeutische Effekt von CD117+-HSC und Knochenmarkzellen
gleichwertig ist, scheint die Art der applizierten Zellen eine untergeordnete
Rolle zu spielen.

c) Die im Stammzellmedium enthaltenen Wachstumsfaktoren scheinen einen
positiven Effekt auf die korneale Wundheilung auszutben. Diese

Schlussfolgerung ergibt sich aus der Tatsache, dass in der KO eine
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Abflachung der Heilungsgeschwindigkeit nach Ende des Therapiezeitraumes
(Kontrollbehandlung mit Stammzellmedium mit Wachstumsfaktoren) zu
beobachten war. In der aktuellen Literatur werden die verwendeten
Wachstumsfaktoren (SCF, TPO und G-CSF) bei der kornealen epithelialen
Wundheilung nicht beschrieben.
d) Die Forderung der Wundheilung durch CD117+-HSC und Knochenmarkzellen
ist zusatzlich zu dem Effekt der Wachstumsfaktoren zu beobachten.
Werden wéahrend dem Beobachtungszeitraum keine weiteren Zellen aufgetragen,
reduziert sich die Heilungsgeschwindigkeit in allen drei Gruppen. Ein positiver Effekt
in der KM und der SZ scheint jedoch im Verlauf des Beobachtungszeitraumes zu
persistieren. D.h. der EinfluR der aufgetragenen Zellen ist nicht nur wahrend des
Therapiezeitraumes nachweisbar. Dies legt die Vermutung nah, dass durch die
Zelltherapie anhaltende Heilungsprozesse aktiviert wurden.
Eine Integration der applizierten CD117+-HSC und Knochenmarkzellen in den
Epithelverband konnte nicht nachgewiesen werden. Allerdings zeigte sich eine
Fluoreszenz des Epithels in der KM und SZ, nicht dagegen in der KO im
Emissionsbereich des Vybrant™-CFDA SE. Daraus kdnnte geschlussfolgert werden,
dass der mit den hamatopoetischen Zellen applizierte Zelltracer auf das Epithel

Ubertragen wurde.

5.2.  Madogliche Erklarungen

Die korneale Wundheilung ist ein &uf3erst komplexer Vorgang. Trotz intensiver
Forschungen sind die Heilungsprozesse der Kornea bisher erst teilweise
entschlisselt. Wahrend die morphologischen Vorgénge bereits relativ eingehend
beschrieben wurden, sind viele molekularbiologische Ablaufe noch ungeklart.
Erschwerend kommt hinzu, dass die korneale Wundheilung nicht als uniformer
Prozess verstanden werden kann, da die jeweilige Ursache und das Ausmald der
Schadigung eine dementsprechende individuelle Koérperantwort hervorrufen.
Insbesondere die Faktoren der extrazellularen Matrix, die Cytokine als humorale
Faktoren des Tranenfilms und auto- und parakrine Stimuli variieren bei den
verschiedenartigen Formen der kornealen Wundheilung. Daher kommen mehrere

Hypothesen in Frage.
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Humorale Hypothese

Ein Grossteil der Kommunikation zwischen Zellen erfolgt Gber humorale Faktoren
(u.a. Cytokine, Chemokine, Interleukine, im weiteren Text zusammengefaldt als
Cytokine). Je nach Stimulus werden von den Zellen verschiedene dieser Faktoren
freigesetzt, die dann die Zellen selbst (autokrin) oder andere Zellen (parakrin)
beeinflussen. Inflammations- und Wundheilungskaskaden bestehen aus einer
Vielzahl dieser Cytokine. An der Kornea ist eine Vielzahl dieser Faktoren bekannt,
welche die korneale Homoeostase und Wundheilung beeinflussen (95, 96, 97).
Insbesondere IL-1, TNF-a, TGF-f und IFN-y wird dabei eine Schlisselrolle
zugeschrieben. Werden diese Faktoren zugefiihrt, kommt es zu einer Veranderung
der kornealen  Heilungsgeschwindigkeit. =~ Daraus ergibt sich  folgende
Erklarungsmadglichkeit beziglich der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse:

Die applizierten Zellen sezernieren verschiedene Cytokine, und diese fuhren in der
Summe zu einer Beschleunigung der kornealen Reepithelialisierung. Knochenmark-
und Stammzellen kommunizieren in ihrem natirlichen Milieu mittels multipler
Cytokine mit benachbarten Zellen und nehmen so Uber komplexe Regelkreise
parakrin Einflu3 auf Proliferation, Differentiation und Migrationsverhalten dieser
Zellen. AuBerdem beeinflussen Knochenmark- und Stammzellen sich selbst tber
autokrine Mechanismen (58).

Die Proliferation und Migration des kornealen Epithels resultiert daher aus der
Summe der mit dem Medium aufgebrachten Cytokine und weiteren von
Knochenmarkzellen und CD117+-HSC sezernierten Faktoren.

Dafur spricht, dass weder Knochenmarkzellen noch CD117+-HSC schlissig im
untersuchten Epithel nachgewiesen werden konnten und die Heilungsraten zwischen
KM und SZ gleich waren, sowie die Reduzierung der Heilungsgeschwindigkeit im
Beobachtungszeitraum. Eine Erklarung hierfir ware, dass die applizierten
hamatopoetischen Zellen bei den Waschvorgangen wahrend der photographischen
Dokumentation entfernt wurden und damit nach Beendigung der Therapie keine
weiteren Faktoren zugefuhrt wurden.

Knochenmark und Stammzellen sind verschieden. Die verwendeten CD117+-HSC
stellen letztendlich ein Extrakt des Knochenmarks dar. Knochenmark besteht aus

einer Mischung aus Zellen verschiedenster Stufen der Hamatopoese, Thrombopoese
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und Myelopoese (27, 42). Im Knochenmark sind in geringen Mengen Stammzellen
enthalten. Aufgrund der hochgradigen Zellmischung im Knochenmark ist jedoch ein
Cocktail an sezernierten Cytokinen zu erwarten mit sowohl wachtumsférdernden als
auch proliferationshemmenden Eigenschaften (3, 31, 35, 42). Die verwendeten
CD117+-HSC hingegen stellen eine relativ homogene Zellpopulation dar (mit der
Einschrankung, dass CD117 von Stammzellen in sehr  frihen
Differenzierungsstadien exprimiert wird), die in diesem Stadium nur einen Teil dieser
Cytokine selbst produzieren kann.

Da jedoch auch im Beobachtungszeitraum ein signifikanter Unterschied der beiden
Gruppen gegenuber der Kontrolle bestand, stellt sich die Frage, woraus dieser
persistierende Effekt resultiert. Eine mogliche Erklarung ware eine Aktivierung von
Heilungsvorgdngen wahrend des Therapiezeitraumes, die erst nach langerer Zeit

nachlassen.
Transdifferenzierungshypothese

Zhao et al. konnten in vitro Stammzellen aus dem Blut gewinnen und diese in
verschiedene Zelllinien, darunter auch epitheliale Zellen transdifferenzieren (102).
Auch andere Untersuchungen konnten in vivo eine Integration oder auch
Transdifferenzierung von hamatopoetischen Stammzellen in verschiedenen
Geweben, unter anderem auch der Kornea, nachweisen (14, 29, 56, 80). Allerdings
wurden diese Untersuchungen an bestrahlten Tieren bzw. bei systemischen
Knochenmarks-/Stammzelltransplantationen durchgefuhrt. Es ware mdglich, dass die
in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse auf einer Transdifferenzierung und Integration
der applizierten Zellen in den Gewebeverband beruhen. Dies wirde die diffuse
Fluoreszenz des Epithels in den KM und SZ erklaren. Allerdings ist diese Erklarung
nur zum Teil schlussig.

Zwar konnte Zhao et al. in vitro eine Umwandlung von Stammzellen bei Stimulation
von bis zu 70% nachweisen (102). In vivo ist die Transdifferenzierung jedoch weitaus
seltener (0,01%-16%) (90).

Die Wahrscheinlichkeit einer Transdifferenzierung liegt demzufolge bei 1 bis 160
transdifferenzierten Zellen auf 10000 Stammzellen, was eine gréf3ere Beeinflussung
der Wundheilung in diesem Experiment als unwahrscheinlich erscheinen lasst (2,5
bis 400 mogliche Ereignisse je Therapiezeitpunkt). Eine zumindest teilweise

Transdifferenzierung der applizierten CD117+-HSC st allerdings nicht
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auszuschlieBen und konnte die Positivitat des Epithels fir den Zelltracer erklaren.
Allerdings musste in einem solchen Fall aufgrund der unterschiedlichen Anzahl der
Stammzellen eine erhebliche Differenz im zeitlichen Heilungsverlauf zwischen der SZ
und der KM auftreten. Die Hornhautulcera in der SZ und KM heilten jedoch gleich

schnell ab.
Zellfusionshypothese

Zellfusionsphanomene bei Stammzellen konnten von mehreren Autoren in
verschiedenen Geweben beobachtet werden (2, 87, 100). Die Verschmelzung von
Stammzellen mit Zellen lokaler Gewebe erfolgte unabhéngig von eventuellen
Transdifferenzierungsvorgangen. Es ware mdglich, dass die applizierten CD117+-
HSC mit Epithelzellen der Korneae verschmolzen sind und die entstehenden Zellen
veranderte Eigenschaften aufweisen, welche letztendlich zu einer gesteigerten
Wundheilung fuhren. Die beschleunigte Wundheilung in der SZ kénnte somit Folge
der Zellfusion sein. Allerdings kann damit nicht erklart werden, weshalb die korneale
Wundheilung in der KM dem in der SZ gleichwertig ist, da fur einen Grof3teil der
Knochenmarkszellen eine Zellfusion nicht in Frage kommt (Erythrozyten,
Thrombozyten u.a.). Auch wenn Zellfusionsphdnomene nicht ausgeschlossen
werden koénnen, ist doch anzunehmen, dass Zellfusionsereignisse zwischen
Hornhautepithel- und Stammzellen nur eine marginale Rolle bei der Abheilung der

Hornhautulcera spielen.
Zell-Zell-Hypothese

Direkte Zell-Zell-Kontakte sind in vielen Prozessen der Wundheilung bekannt.
Zellulare Adharenz und Migration erfolgen zu einem grof3en Teil mit Hilfe dieser
Kontakte. Es ist z. B. bekannt, dass Uber spezielle Rezeptoren (ICAM — intercellulary
adhasion molecule) im Blut zirkulierende Zellen an die GefaRwand anheften, bevor
sie in die Gewebe einwandern (64). Sowohl die sich anheftenden Zellen als auch
Endothelzellen der GefalRwand werden dabei beeinflusst, was in der Summe die
Migration der zirkulierenden Knochenmark- oder Stammzellen durch die GefaRwand
hinweg ins Gewebe ermdglicht. Ahnliche Mechanismen waren an der Hornhaut
vorstellbar, zumal Adhasionsmolektle wie ICAM am kornealen Epithel nachgewiesen
wurden (66). Durch einen solchen Mechanismus kénnten die Epithelzellen aktiviert

werden und in der Folge die Wundheilung beschleunigen. Wiirden keine weiteren
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Zellen appliziert, kdme es zu einer Reduktion der Aktivitat der stimulierten
Epithelzellen und damit der Wundheilungsgeschwindigkeit. Dies konnte die
Reduktion der Heilungsgeschwindigkeit in der KM und SZ wahrend des
Beobachtungszeitraumes erklaren. Allerdings ware die Frage nicht geklart, woher die

Fluoreszenz des Epithels in der KM und SZ, nicht aber KO resultiert.
Matrix-Hypothese

Der Einfluss der Extrazellularmatrix (ECM) auf die Wundheilung wurde in den letzten
Jahren zunehmend erforscht. Verschiedene Proteine der ECM spielen bei samtlichen
Wundheilungsvorgangen im Korper eine grof3e Rolle. Im Blut ist dies wéhrend der
Thrombenbildung bei der alternativen Aktivierung der Gerinnungskaskade eingehend
beschrieben. In der Kornea wurden ahnliche Mechanismen unter anderem von Cao
et al., Fujiwara et al. und Suzuki et al. nachgewiesen (9, 10, 20, 84). Bisher konnte
der positive Einfluss von Fibronectin, Galectin und verschiedenen Kollagenen auf die
korneale Wundheilung identifiziert werden.

Die Applikation von Knochenmarkzellen und CD117+-HSC kodnnte zu einer aktiven
Sekretion von Matrixproteinen durch die applizierten Zellen selbst, Epithel und/oder
Stromakeratozyten fuhren, die dann in der Summe die Wundheilung beschleunigen.
AulRerdem kdnnten Bestandteile der aufgetragenen Zellen oder die Zellen selbst am
Ulkusgrund adharieren und damit eine Wachstumsflache fur die Epithelien schaffen.
Dies wuirde prinzipiell einer Schicht von ,feeder cells®, welche bei der Zellzucht
verwendet werden, entsprechen. Die Fluoreszenz des Epithels wére dann Ausdruck
der Prozessierung dieser Proteine/Zellbestandteile durch die eingewanderten

Epithelzellen.

5.3. Ausblick

In den durchgefihrten Untersuchungen konnte erstmalig ein klarer positiver Effekt
lokal applizierter Knochenmarks- und CD117+-HSC auf die korneale Wundheilung
festgestellt werden. Die zugrunde liegenden Mechanismen kénnen zum jetzigen
Zeitpunkt aufgrund des aktuellen Forschungsstandes nicht abschlielend geklart
werden. Mit Hilfe von molekulargenetischen Untersuchungen (Genomics und

Proteomics) kénnte dieser Sachverhalt in Zukunft geklart werden.
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Da es sich um einen in vitro Versuch handelt, missen die Ergebnisse in vivo
Uberprift werden, bevor sich endgultige Aussagen zur klinischen Anwendbarkeit
treffen lassen. Die komplexen Interaktionen an der geschadigten Hornhaut kénnen in
der Organkultur nur teilweise nachgestellt werden. Insbesondere neurohumorale
Reaktionen Uber den trigeminofaszialen Reflexbogen sind in vitro ausgeschaltet. Die
mechanische Irritation und Abschilferung des Epithels durch Lidschlag und
Augenbewegung ist in Kultur eliminiert. Das Kulturmedium kann die komplexen
Vorgange im Korper nicht ersetzen. Die inkompletten Kenntnisse des lokalen
Stoffwechsels und der zellularen Interaktionen erlauben es nicht, ein absolutes
Modell entsprechend den in vivo Bedingungen zu kreieren, so dass die erhaltenen
Ergebnisse in dieser Hinsicht nur eingeschrankt verwertbar sind.

Da die verwendeten Wachstumsfaktoren einen positiven Einfluss auf die
Heilungsgeschwindigkeit der Hornhautlasionen zeigten, kdnnte sich ein weiterer
Ansatzpunkt zur Therapie von Hornhautulcera mit Hilfe dieser Faktoren ergeben.

Die gewonnenen Erkenntnisse konnten zur Entwicklung neuer Therapiemethoden
bei kornealen Problemwunden beitragen. Zukinftige Untersuchungen sollten die
Wirkungsweise der verwendeten Wachstumsfaktoren und der applizierten Zellen auf

das korneale Epithel klaren.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von lokal applizierten Knochenmarkzellen und
CD117+-HSC auf den zeitlichen Verlauf der kornealen Wundheilung zu tberprufen.
Dazu wurde ein murines in vivo/in vitro-Modell etabliert. CD117+-HSC wurden mit
Hilfe der magnetischen Zellseparation (MACS) aus dem murinen Knochenmark
separiert. Standardisierte Hornhautlasionen von 2 mm Durchmesser wurden mit
NaOH-getranktem Papier gesetzt. 6 h nach der Lasion wurden die verletzten Augen
in Organkultur gebracht. Zu drei Zeitpunkten (6, 12 und 16 h) wurden je 25 pl mit
dem Zelltracer Vybrant™-CFDA SE-markierte Knochenmarkzellen bzw. CD117+-
HSC (1000 Zellen/ul), als Kontrolle 25 pl Stammzellmedium appliziert. Ab dem
vierten Untersuchungszeitpunkt (20 h) wurden alle drei Gruppen mit
Hornhautmedium behandelt.

Der Wundheilungsprozess wurde Uber einen Zeitraum von insgesamt 85 h
beobachtet. An 10 Zeitpunkten wurden die Lasionen dokumentiert und ein kompletter
Austausch des Kulturmediums durchgefihrt. Nach 85 h wurden die Gewebe
histologisch auf Vybrant™-CFDA SE, CD117 und CK 3/12 untersucht.

Die erzielten Ergebnisse lassen sich folgendermal3en zusammenfassen:

1) Die Heilungsrate alkalischer Hornhautveratzungen wird im verwendeten
Modell durch lokal applizierte Knochenmarkzellen und CD117+-HSC
signifikant erhoht.

2) Lokal applizierte Knochenmarkzellen und CD117+-HSC beschleunigen die
korneale Wundheilung signifikant.

3) Der Heilungsprozess verlauft im verwendeten Modell biphasisch. Im
Therapiezeitraum (6, 12 und 16 h) ist die mittlere Heilungsgeschwindigkeit in
allen drei Gruppen signifikant hoher als im Beobachtungszeitraum (20, 24, 36,
48, 60, 72 und 85 h).

4) Auch nach beendeter Therapie mit lokal applizierten Knochenmarkzellen und
CD117+-HSC ist die Wundheilungsgeschwindigkeit der zellbehandelten
Augen signifikant hoher als bei den Kontrollaugen.

5) Ein statistischer Unterschied zwischen den Effekten von Knochenmarkzellen
und CD117+-HSC auf die korneale Wundheilung besteht nicht.

6) Die Wachstumsfaktoren des Stammzellmediums scheinen einen positiven

Einfluss auf die korneale Wundheilung auszuiben. Die Therapie kornealer
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Ulcera mit lokal applizierten Knochenmarkzellen und CD117+-HSC ist
gegeniber einer Behandlung nur mit den Wachstumsfaktoren signifikant
Uberlegen.

7) Vybrant™-CFDA SE konnte im Epithel der KM und SZ nachgewiesen werden.
Der Zelltracer konnte jedoch keiner Zelllinie konkret zugeordnet werden. Eine
Integration der applizierten hAmatopoetischen Zellen konnte daher in beiden
Gruppen weder bestatigt noch negiert werden. CD117 war im heilenden
kornealen Epithel nicht nachweisbar. CK 3/12 wird vom kornealen Epithel der
KO, KM und SZ exprimiert.

Abschliel3end lasst sich sagen, dass sowohl Knochenmarkzellen als auch CD117+-
HSC lokal einen statistisch signifikant positiven Effekt auf die korneale Wundheilung
ausuben. Beide Therapieansitze konnten interessante Erganzungen zu den
aktuellen Behandlungsstrategien von kornealen Problemwunden darstellen.

Vor einer klinischen Anwendung sollten jedoch weitere Untersuchungen in vivo
erfolgen, um eventuell auftretende Komplikationen bei solchen Therapien erkennen

zu kénnen.
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Materialverzeichnis
Utensilien
Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml

12-Loch Zellkulturplatten
Zellkulturflaschen 50 ml (25 cm?)

Einwegspritzen 1 ml (Einteilung 10 pl)

Sterican- Kanilen 27 G x 3/4”

Filterpapier hardened circles 70 mm

2.0 mm Harris Micro Punch and Mat

Sterile Falcon-24-Well-Schalen fur Zellkultur

Farbekammer

Chemikalien

NaOH

Vybrant™ CFDA SE Cell tracer kit
Trypanblau Losung 0,4%

PBS (phosphat buffered saline)
Ethanol

Xylol

Hamalaun

Eosin

DAPI (4°’6’-Diamidin-2’-phenylindol-
dihydrochlorid)

Tween 20

7-AAD (7-Aminoactinomycin D)
Einbett-Paraffin

Antikorper:

Primarantikdrper:

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

TPP, Schweiz
TPP, Schweiz
Becton Dickinson
Becton Dickinson

Braun

Whatman Inc.

Whatman Inc.

Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.

Becton Dickinson

Shandon Coverplate

Merck

Molecular Probes
Sigma

Sigma

Riedel-de Haen
Fluka

Merck

Merck

Sigma

Roth
Sigma

Polysciences Inc.

64



8. Anlagen

MACS CD117 Microbeads mouse Fa. Miltenyi Biotech
C-Kit-Antikorper Rabbit polyclonal anti-CD117(ab5506)
Fa. Abcam

Mab to Cytokeratin 3/12 mouse monoclonal Fa. Progen Biotechnik

Sekundarantikorper:
Alexa Fluor 555 goat anti mouse IgG (H+L)  Fa. Molecular Probes
Alexa Fluor 633 F(ab’)2 fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L)

Fa. Molecular Probes

Medien
Stemline II-Stammzellmedium Fa. Sigma
Thrombopoietin (TPO), mouse recombinant  Fa. Sigma

Stem cell factor (SCF), mouse recombinant Fa. Sigma

G-CSF (Filgrastatim, Neupogen) Fa. Amgen
Strepto-fatol Fa. Fatol Arzneimittel
Penicillin G Fa. Jenapharm
N-acetyl-L-alanyl-L-glutamin 200mM Fa. Biochrom KG

Stammzellmedium:
Stemline lI
100 ng/ml TPO
100 ng/ml SCF
100 ng/ml G-CSF
100 IE/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
40 mM/ml L-Glutamin

Fetales Kalberserum (FKS) Universitatsapotheke Halle

Penicillin G Fa. Jenapharm
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Streptomycin Fa. Strepto-Hefa
Amphotericin B Fa. Squibb
L-Glutamin Fa. Sigma
HEPES-Puffer Fa. Bio Whittaker
Natriumhydrogencarbonat Fa. Fresenius Kabi
Wasser flr Injektionszwecke Fa. Baxter

Kulturmedium 1:
100 ml MEM Eagle mit Earles BSS (10x) ohne NaHCO3 und
Glutamin
100.000 E Penicillin G
100 mg Streptomycin
2,5 mg Amphotericin B
292,2 mg L-Glutamin
12,5 ml HEPES-Puffer
2200,0 mg Natriumhydrogencarbonat
ad 1000 ml Wasser fir Injektionszwecke

Kulturmedium 1 wurde als fertige Losung von Universitdtsapotheke Halle
bezogen. Hornhautmedium wurde aus 9 Teilen Kulturmedium 1 und einem
Teil FKS gemischt.

LOosungen

Rompun 2% (Xylazinhydrochlorid) Fa. Bayer

Ketavet (Ketamin) 100 mg/ml Fa. Pharmacia
Natriumchlorid 0,9% Fa. Fresenius Kabi
Fluoreszein SE Thilo Fa. Alcon
lono-Steril Fa. Fresenius
Sevofluran Abott GmbH

MACS-Puffer (PBS pH 7,2 mit 0,5% FKS und 2 mMol EDTA)
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Gerate
Auto-MACS Fa. Miltenyi Biotech
FACS-Calibur Fa. Becton-Dickinson

Digitalkamera DSC-F717 5,0 Mio. Megapixel Fa. Sony

Endoskop mit 0=Optik Fa. Karl Storz-Endoskope
Blaufilter Fa. Karl Storz-Endoskope
Blitzgenerator 600 Fa. Karl Storz-Endoskope
Mikrotom Fa. Leica

Fluoreszenzmikroskop: Olympus BH2RFCA mit Quecksilber
Hochstdrucklampe 100W/2

Filtersatze: BP495 FITC, LP F11-007 533/50 und F 151006

Kamera: Model 4.2 Diagnostik Instruments Visitron Systems Spot Insight QE
Software: Visitron spot advanced

Konfokalmikroskop: Leica confocal laser scanning microscope DM IRB

Software: Leica confocal laser scanning microscope TCS SP2

Versuchstiere

Syngene Balb/C-Méause, 5 Wochen alt Charles River, USA
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Hornhautverletzungen z&ahlen zu den haufigsten Verle tzungen.

Verletzungen der Kornea sind weltweit die dritthaufigste Erblindungsursache.

Die aktuellen Behandlungsmaéglichkeiten von Hornh autverletzungen sind
begrenzt. Trotz grofRer Fortschritte in den letzten Jahren sind die Ergebnisse
der konservativen Behandlung schwerer Hornhautldsionen oft nicht zufrieden-

stellend.

Alkaliverletzungen gehoren zu den schwersten Hor  nhautverletzungen.
Der spezifische Pathomechanismus von alkalischen Hornhautverletzungen

fuhrt haufig zu protrahiertem Heilungsverlauf und schweren Komplikationen.

Das Alkali-Defekt-Modell ist zur Untersuchung vo n kornealen
Wundheilungsvorgangen geeignet. Das Alkali-Defekt-Modell wurde in
mehreren Untersuchungen zur Heilung kornealer Problemwunden verwendet,
da an diesem Modell schwerste Hornhautverletzungen reproduzierbar

hervorgerufen und standardisiert untersucht werden kénnen.

Die Entwicklung neuer Therapiemethoden zur Behan dlung von
Epithellasionen der Hornhaut ist klinisch notwendig . Da die aktuellen
konservativen Behandlungsmaoglichkeiten kornealer Verletzungen
eingeschrankt sind, kdnnten neue Therapiemethoden zu einer Verbesserung

der klinischen Prognose von Hornhautlasionen beitragen.

Knochenmark- und Stammzellen haben ein hohes the rapeutisches
Potential. Knochenmarks- und Stammzelltransplantationen werden seit
Jahren erfolgreich in der Hamatologie und Onkologie, jedoch erst seit kurzer
Zeit in anderen Fachgebieten der Medizin verwendet. Neuere Ergebnisse der
Stammzellforschung konnten das therapeutische Potential von Stammzellen
bei der Behandlung von Organschaden nachweisen.
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Eine Lokaltherapie mit Knochenmark- bzw. CD117+- hamatopoetischen

Stammzellen wére bei der Behandlung von Hornhautver letzungen im

Gegensatz zu systemischen Behandlungen praktikabel. Die systemische
Transplantation von Knochenmark- und Stammzellen ist technisch aufwandig,
teuer und fur den Patienten risikobehaftet. Die Gewinnung von Knochenmark-
und Stammzellen ist risikoarm. Eine Lokalapplikation dieser Zellen auf
Hornhautulzera ist im Vergleich zu systemischen Transplantationen als

risikoarm anzusehen.

Der Vergleich des Einflusses kompletten Knochenm arks und CD117+-
hamatopoetischer Stammzellen auf die korneale Wundh  eilung lasst
Ruckschlisse auf die Wirkungsmechanismen der versch iedenen Zellen
zu. CD117+-hamatopoetische Stammzellen stellen eine kleine Fraktion des
Knochenmarks dar. Die Eigenschaften der Stammzellen unterscheiden sich

von denen des Knochenmarks.

Ziel dieser Untersuchung war es, den Einfluss vo n lokal applizierten

Knochenmarkzellen und lokal applizierten CD117+-h&dm  atopoetischen

Stammzellen auf die Heilungsrate und Heilungsgeschw indigkeit
kornealer Alkaliverletzungen als ersten Schritt neu er Therapieansatze zu
untersuchen. Die Untersuchung erfolgte tber einen Zeitraum von 85 Stunden
mit einer Unterteilung in Therapie- und Beobachtungszeitraum. Die Zellen
wurden mit einem Zelltracer markiert, um bei histologischen Untersuchungen

Ruckschlisse auf mogliche Wirkmechanismen zu ermdglichen.

Aus dem Knochenmark von 40 mannlichen Balb/C-M& usen wurden
CD117+-hdmatopoetische Stammzellen mittels magnetis  cher
Zellseparation (MACS) gewonnen und dber Nacht in St ammzellmedium
kultiviert. Die Hornh&ute von 48 weiblichen Balb/C-M&usen wurden in
Narkose standardisiert mit 0,1 M NaOH veratzt. Dabei wurde eine Lasion von
2 mm Durchmesser gesetzt. Nach 6 Stunden in vivo wurden die Augen
entnommen und in Kultur gebracht. Im Therapiezeitraum zu den Zeitpunkten
6, 12 und 16 h wurden jeweils 25 ul Stammzellmedium, Knochenmarkzellen
(1000 Zellen/ul) oder CD117+-hamatopoetische Stammzellen (1000 Zellen/ul)
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auf die Hornhautldsionen appliziert und 500 pl Hornhautmedium
hinzugegeben. AnschlieBend wurden die Augen aller drei Gruppen im
Beobachtungszeitraum zu den Zeitpunkten 20, 24, 36, 48, 60, 72 und 85 h in
525 pl Hornhautmedium gehalten. Die GrolRe der Lasionen wurde zu den

Untersuchungszeitpunkten photographisch dokumentiert.

Die statistische Analyse erfolgte mittels einfa  ktorieller Varianzanalyse
(ANOVA), Student's t-Test und der Kaplan-Meier-Anal yse. Die
Zelltherapien mit Knochenmarkzellen und CD117+-hdmatopoetischen
Stammzellen sind der Kontrollgruppe statistisch signifikant tberlegen.

Lokal applizierte  Knochenmark- und CD117+-hamat opoetische
Stammzellen erh6hen die Heilungsrate kornealer Alka  liverletzungen. Die
Forderung der Wundheilung bei beiden Therapiemethoden ist in diesem in
vivo/in vitro Modell gleichwertig. Beide Zelltherapieansatze zeigten gegenuber

der Kontrollgruppe einen signifikanten therapeutischen Nutzen.

Lokal applizierte Knochenmarkzellen und CD117+- hé&matopoetische
Stammzellen beschleunigen die korneale Wundheilung. Die Effektivitat
beider Zelltherapien ist vergleichbar. Die Wundheilung in den

Zelltherapiegruppen erfolgte signifikant schneller als in der Kontrollgruppe.

Ein bleibender Effekt der applizierten Zellen n  ach beendeter Therapie ist

sowohl bei der Verwendung von Knochenmarkzellen als auch von
CD117+-hamatopoetischen  Stammzellen zu  beobachten. Nach
Beendigung der Therapie war auch weiterhin ein Unterschied der relativen
Heilungsgeschwindigkeit zwischen den  Therapiegruppen und der

Kontrollgruppe festzustellen.

Eine Integration der applizierten Zellen in das korneale Epithel konnte

weder fur Knochenmarkzellen noch fur CD117+-hamatop  oetische
Stammzellen eindeutig nachgewiesen werden. Der verwendete Zelltracer
konnte zwar im Epithel der behandelten Hornhaute nachgewiesen werden,

lie3 sich jedoch keiner Zelllinie konkret zuordnen. Aus diesem Grund kann
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eine  Integration der applizierten Knochenmark- und CD117+-

hamatopoetischen Stammzellen nicht eindeutig bestatigt werden.

Die untersuchten Therapieansatze zeigten klar posit ive Effekte auf
Heilungsrate und —geschwindigkeit kornealer Alkaliv erletzungen. Da die
Ergebnisse in einem in vivo/in vitro Modell gewonnen wurden, sollten weitere
Untersuchungen in vivo erfolgen, um eventuelle unerwiinschte Nebeneffekte
festzustellen. Sowohl die Lokalapplikation von Knochenmarkzellen als auch
die Lokalapplikation von CD117+-hdmatopoetischen Stammzellen bieten
therapeutisches Potential und konnten neuartige Behandlungen schwerer

kornealer Lasionen erméglichen.
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