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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie der Horn- und Bindehaut

Die Hornhaut (Cornea) des Auges hat eine entscha@@&Eunktion fir den Sehapparat. Sie
ist das optische Fenster des Auges, das dem ManslatseSehen erst ermdglicht. Mit 43
dpt hat sie den starksten Anteil an der Gesamthrafttdes Auges. Sie ist wie ein Uhrglas
mit seichter Randfurche (Limbus corneae) in diengather gekrimmte Lederhaut (Sklera)
eingefugt.

Das Gewebe der Cornea besteht aus finf Schichten Oberflache wird von einem
mehrschichtigen, nicht verhornenden Plattenepifedlildet, das sich im Verletzungsfall
sehr rasch regeneriert. Die Basalzellen des P#gitdrels sind durch eine dinne
Basalmembran fest in der Bowman-Lamelle verank&dse ist hochst widerstandsfahig,
jedoch nicht regenerationsfahig. An die Bowman-Lideneschlielen sich die
Kollagenlamellen an, die in ihrer Gesamtheit dasnHautstroma bilden. Das Stroma ist
ein bradytrophes Gewebe, das sich aufgrund seig&if¥eiheit nur langsam regeneriert.
Das Hornhautstroma schlief3t zur Vorderkammer hindei Descemet-Membran und dem
Hornhautendothel ab (Abb. 1).

Abb. 1 Cornea als Teil der Augenhille, nebenstehend vBeggté Darstellung der

einzelnen Schichten.
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Ein wichtiges Merkmal der Cornea ist ihre Transparalie sowohl auf der regelmafigen
Anordnung der Kollagenlamellen im Hornhautstromad uder faltenfreien, glatten

Endothel- und Epitheloberflache, als auch auf deonstanten Wassergehalt des
Hornhautstromas von 70 % beruht.

Die Cornea ist hochempfindlich und hat eine ausigipr sensible Innervation aus dem
ersten Trigeminusast. Schon bei der leichtesteniBeng wird der schitzende
reflektorische Lidschluss ausgelost. Jede Verlggzdar Hornhautoberflache fuhrt zur
Freilegung sensibler Nervenendigungen und damitSzhhmerzen. Die Folgen sind
Tranenfluss und krampfhafter Lidschluss.

Die Bindehaut (Conjunctiva) ist eine dunne, tramgpte, gefal3fuhrende und
normalerweise gladnzende Schleimhautschicht. S@ebizusammen mit der Cornea die
Augenoberflache. Die Conjunctiva bulbi ist auf @&dera leicht verschieblich und haftet
am Limbus corneae (Hornhautrand) fest an. Das Biadkepithel geht hier in das
Hornhautepithel Uber. Die Conjunctiva tarsi kleidig® Innenseite der Lider aus und ist
dort fest mit dem Tarsus verbunden. Im Fornix coafivae bildet die lockere Conjunctiva
fornicis eine Umschlagfalte und geht in die Conjiwacbulbi Gber. Nasal befindet sich im
Lidspaltenbereich eine halbmondférmige Schleimfzigf(Plica semilunaris) sowie die
daran anschlieBende Karunkel, die Haare und Tadgdrienthélt. Der Bindehautsack
erfillt drei Hauptaufgaben. Er dient der Beweglieihkles Bulbus, stellt eine Gleitschicht
fur das Aufeinandergleiten der Schleimhautschicidan und hat durch follikel&hnliche

Ansammlungen von Lymphozyten und Plasmazellen wdeConjunctiva tarsi und in den

Umschlagsfalten auch eine immunologische Schutziomk36, 52].

1.2 Der Tranenfilm und die Ernédhrung der Augenoberflache

Der Tranenfilm benetzt Binde- und Hornhaut und &leisaus drei Schichten. Er sichert die
glatte Oberflache der Cornea und tragt zu Ihre&dBmng bei. Die dul3ere Lipidschicht mit
einer Starke von zirka 0,1 pm wird von Meibom-,graind Schweil3drisen des Lidrandes
gebildet. Die Funktion besteht in der Stabilisigyudles Tranenfilms. Durch ihr

hydrophobes Verhalten wird ein schnelles Verdunsten Tranenfllissigkeit verhindert.

Mit 8 um Schichtdicke wird die mittlere, wassrigeh&ht von der Haupttrdnendriise sowie
akzessorischen Tranendrisen gebildet. Die Aufgadsed Schicht besteht in Reinigung,

Schutz und guter Gleitfahigkeit der Conjunctivastgegenuber der Cornea.
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Durch Bildung einer glatten Hornhautoberflache sosge fur die gute Qualitat der
optischen Abbildung.

Von Becherzellen der Bindehaut und der Haupttranesedwird die innere Muzinschicht,
zirka 0,8 um dick, gebildet. Ihre Aufgabe bestdygrdalls in der Tranenfilmstabilisierung.
Sie verhindert, dass die wassrige Schicht von dgirdphoben Hornhautoberflache
abperlt. Ohne den Tranenfilm ist die Epithelobetié rau und nur unscharfes Sehen
maglich.

Das Hornhautgewebe hat keine Gefal3e, ist zellatroktsrlos und hat einen tragen
Stoffwechsel, was eine langsame Heilung bedingt.NiEhrstoffbedarf der Hornhaut wird
zu 90 % durch das Kammerwasser gedeckt. Die Ernghedfolgt durch Aminoséauren,
Elektrolyte und Glukose, die aus drei Quellen stamm Diffusion aus dem
Randschlingennetz sowie Stoff- und lonenaustausshkammerwasser und Tranenfilm
[19, 36]. FUr den Metabolismus werden vor allemkake und Sauerstoff benétigt, die von
aulBen zugefuhrt werden. Die bendtigten Substanzen de@m Tranenfilm und dem
Kammerwasser miussen durch Diffusion in die gef&3lG®rnea eindringen. Ebenso
werden die Stoffwechselendprodukte durch Diffusaos der Hornhaut herausgeleitet. Nur
das Randschlingennetz als peripheres Gefal3systelnmibusbereich ist in der Lage, die
Peripherie der Cornea mit Glukose und Sauerstagktizu versorgen.

Die Tranenflussigkeit liefert den grof3ten Anteil @er Sauerstoffzufuhr, wobei Sauerstoff
bei gedffneten Lidern aus der Atmosphéare in denndmélm gelangt und bei
geschlossenen Lidern aus den Gefal3en des Randgeiigtzes und der Bindehaut in den
Tranenfilm diffundiert. Wahrend im Tranenfilm nuels wenig Glukose vorhanden ist
(etwa 0,2 pmol/g Wasser), existiert im Kammerwasgenig geldster Sauerstoff. Dieser
reicht gerade aus, um das Hornhautendothel zu ngensolm Gegenzug befindet sich im
Kammerwasser der grof3te Anteil an Glukose (etwaué6l/g Wasser). Beim Abbau der
Glukose entstehen dabei durch den Zucker Riboser uartderem die erforderlichen
Nukleinsduren Uber den Hexosemonophosphat-WegedfirAifbau von neuem Gewebe
und Zellen, wie z. B. der Basal- und Epithelzellddei diesen Prozessen wird
unterschiedlich viel Energie geliefert, die in Fowon Adenosintriphosphat (ATP)
gespeichert wird.

Neben den oben genannten Substanzen sind aucheizhelr Proteine, z. B.
Wachstumsfaktoren, fir die physiologischen Erhagtwoergange und Wundheilung der
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Oberflachenepithelien verantwortlich. Auf diese dviim Folgenden noch néher

eingegangen.

1.3 Korneale Wundheilungsreaktion und -stérungen

Das korneale Epithel ist nicht nur in der Lage leglinle Defekte (Erosio) in wenigen
Stunden bis Tagen wieder komplett zu decken, sondenterliegt auch einer
physiologischen, standigen Erneuerung aus den diichdie regulare epitheliale
Wundheilung der Hornhaut unerlasslichen Limbusstaaiien. Die an der Oberflache
gelegenen Fligelzellen werden abgeschilfert undzeéverlust wird durch die konstante
Neubildung im Bereich der limbalen Stammzellen agtighen, welche ausschlie3lich in
der basalen Schicht des limbalen Epithels lokatisend. Aus den Stammzellen gehen
sogenannte Teilungszellen mit hohen Mitoseratemdnedie nach einer begrenzten Zahi
von Zellteilungen eine Ausdifferenzierung vollziehend dabei zur Oberflache wandern,
wo sie zu Flugelzellen werden.
Bei einer Verletzung des kornealen Epithels werdienProliferation und die Bildung der
Teilungszellen aufgrund von Signalen des geschédligt Epithels erhoht.
Wachstumsfaktoren, z. B. TGF (transforming growdctdr), EGF (epidermal growth
factor), bFGF (basic fibroblast growth factor), H@fkepatocyte growth factor), PDGF
(platelet derived growth factor) oder Fibronektimeinehmen dabei wichtige Aufgaben in
der Induktion und Steuerung der Wundheilung sower thtegritat der kornealen
Augenoberflache [15, 23, 26, 27, 32, 45, 66].
Fibronektin, EGF und FGF wurden bereits klinischr Zinerapie von Epitheldefekten
getestet. Da die Effektivitat der einzelnen Wirk&taind ihre Stabilitdt jedoch zu gering
ist, haben sie sich bis heute nicht in den theragghen Standardkonzepten etablieren
kénnen [16, 31, 37, 39, 40, 55, 63].
EGF, welches direkt von der Tranendriise sezemied, unterstitzt beispielsweise den
Wundheilungsprozess durch Beschleunigung der Resigierung und Stimulierung der
Proliferation kornealer Zellen und wirkt zudem aptptotisch [2, 4, 7, 15, 23, 29, 31, 32,
38, 42, 48, 50, 51, 55, 56, 59].
PDGF spielt ebenfalls eine Schlusselrolle in dankalen Wundheilung. Es wird sowohl
in kornealen Epithelzellen, als auch in Keratozyt@md Endothelzellen exprimiert,
unterstitzt die Wundheilung durch temporare Stierulg der Proliferation von
Fibroblasten und induziert die Migration dieserl@el[8, 26, 30, 62].

9
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TGF{3 hat konzentrationsabhéngig eine proliferative oglae antiproliferative Wirkung
auf korneale Epithelzellen. Hohe Konzentrationeeseds Proteins unterdriicken die
Wundheilung der Augenoberflache, niedrigere Konadiuinen fordern sie [3, 26, 35, 58].
Es gibt 5 Isoformen (TGBi, B2, -Bs, 4, s) von denen nur die ersten drei in
Saugetierzellen exprimiert werden [52]. T@F- hat vermutlich einen starkeren
inhibitorischen Effekt als TGB..

Fibronektin ist ein disulfidhaltiges Glykoproteinndi transitorischer Bestandteil der
Basalmembran. Es stimuliert die Zelladhasion bzie. Migration von Keratozyten und
gelangt bei erhdhter Permeabilitéat der Bindehaéfgefaus dem Plasma in den Tranenfilm
[14, 16, 21, 50]. Nishida berichtete, dass diedcpe Gabe von Fibronektin die Heilung
persistierender Epitheldefekte férdere [43]. Beckenem Auge fand sich jedoch in einer
klinischen Studie von Nelson kein Vorteil bei denwendung von Fibronektin im
Vergleich mit kommerziell erhaltlichen nicht-fibrektinhaltigen Benetzungsmitteln

(1,4 % Polyvinylalkohol) [40].

Die Forderung der Zelldifferenzierung der AugendiBehenepithelien durch Retinol
(Vitamin A) ist bekannt und wird teilweise durch dRétion der EGF-Rezeptoren in
Bindehautepithelzellen vermittelt [33]. Tokophef®ditamin E) wird die Steigerung der
Fibronektinsynthese zugesprochen, hat aber keinkung auf die Zellproliferation [53].
Die Synthesesteigerung durch Tokopherol, einenketaAntioxidans, beruht vermutlich
auf einem antiapoptotischen Effekt durch Abfangeref Radikale [41].

Bei einem schweren Trdnenmangel ist die Konzeotratlieser Proteine, die wichtige
Beitrage zu den epithelialen Regenerations- undluHgsprozessen leisten, an der
Augenoberflache stark vermindert. Pharmazeutisciémensubstitute ersetzen lediglich
die physikalischen Funktionen des natirlichen Tméimes und nicht die oben erwahnten

nutritiven und wundheilungsférdernden Proteine.

1.4 Serum-Augentropfen zur Therapie der Augenoberflache

Blutserum ist der flissige, nach erfolgter Gerimpwerbleibende Teil des Blutes. In der
Therapie der Augenoberflache stellen Augentropi#i) (aus Eigenserum einen neuen
Ansatz dar. Serum-AT sind in ihren biomechanisched biochemischen Eigenschaften
der naturlichen Trane sehr &hnlich und kdnnen ak®nserviertes, autologes Blutprodukt
hergestellt werden [19, 25]. Serum-AT enthaltere&frelzahl an epitheliotrophen Stoffen,

10
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die auch im nattrlichen Tranenfilm vorzufinden s{i@éb.1). Ein Teil dieser Faktoren ist
in Thrombozyten gespeichert und wird bei der Koagoh des Vollblutes von
Thrombozyten freigesetzt. Dazu gehoren unter andé&&F, TGFS und PDGF, welche
positive Auswirkungen auf Wachstum und Differenaiey der Augenoberflachenzellen

besitzen.

Tranenflussigkei Serum

pH 7,4 7,4
Osmolalitat 298 +/- 10 296
EGF (ng/ml) 0,2-3,0 0,5
TGF (ng/ml) 2-10 6-33
PDGF (ng/ml) 0-1,33 15,5
Vitamin A (mg/ml) 0,02 46
Albumin (mg/ml) 0,023 +/- 0,016 35-53
Fibronektin (ug/ml) 21 205

Tab. 1 Eigenschaften und Zusammensetzung von unverdiin8erum und natdrlicher,
nicht stimulierter humaner Tranenflussigkeit (EG&pidermal growth factor; TGF
transforming growth factor; PDGF, platelet derivggdwth factor) [17, 21, 27, 58, 60, 61,
67, 68].

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Serum-ABn¥it A enthalten, und dass
Bindehautepithelzellen nach Inkubation mit Seruns aleichen einer verstarkten
Differenzierung vermehrt Muzin exprimieren [58, 5B]nzelne Serumbestandteile werden
seit langerem therapeutisch im klinischen Alltagd uetales Kéalberserum in vitro zur
Forderung von Zellkulturwachstum eingesetzt. Diewwendung von Augentropfen aus
Eigenserum wurde erstmalig 1984 von Fox zur Behaglldes trockenen Auges
beschrieben [14]. Serum-AT wurden jedoch erst 1BreJaspater von Tsubota erneut
klinisch aufgegriffen, der erkannte, dass sie nioht weniger toxisch sind, sondern
potentiell direkte epitheliotrophe Wirkungen ental konnen [22, 57]. Die deutlich

geringere Toxizitdt von Serum im Vergleich zu phazeutischen Tranenersatzmitteln
wurde jedoch in Dosis- und Zeit-Wirkungsexperimengest im Jahr 2001 belegt [18]. In
Zellkulturexperimenten unterstlitzte Serum dabeiRteliferation, Morphologie und den

intrazellularen Stoffwechsel humaner Hornhautepatileen besser als konservierte oder

11
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unkonservierte pharmazeutische Produkte. Mittldevedbnnte auch gezeigt werden, dass
Primarkulturen humaner Keratozyten nach Inkubationit Serum vermehrt
Wachstumsfaktorrezeptoren transkribieren, sodassitziich auch von einem indirekt
trophischen Effekt auszugehen ist [10].

Die haufigsten Indikationen fur die Therapie vongauooberflachenerkrankungen mit
autologen Serum-AT sind schwerer Tranenmangeligter@nde Epitheldefekte und die
adjuvante Therapie bei chirurgischen Rekonstruktiersuchen der Augenoberflache [10,
14]. Letztere sind ohne die Anwendung von Eigensénapfen bei absolutem

Tranenmangel regelmafig zum Scheitern verurteilt.

1.5 Fragestellung

Erste klinische Studien berichten Uber den erfadtpen Einsatz von Eigenserum in der
Therapie schwer trockener Augen und persistiereriff@theldefekte. In den bislang
publizierten Studien sind die Protokolle zur Hdistey von Serum-AT jedoch oft nur
unvollstandig angegeben oder weichen in wesentli¢h@parationsschritten voneinander
ab [19, 57]. So wurden Serum-AT mit verschiedenaemtéfugationsbedingungen in
Konzentrationen von 20 bis 100 % hergestellt. Zerdéinnung von Serum-AT wurden
sowohl Balanced Salt Solution (BSS, eine okulareill8gung), NaCl (0,9%ige
physiologische Kochsalzlésung) als auch chloramigbé&haltige Losungen verwendet
[14, 19, 22]. NaCl wird in der klinischen Routinés a/erdinnung von Augentropfen
verwendet. BSS besitzt im Gegensatz zu NaCl eingeiurkung und ist daher die
theoretisch bessere Variante.

Ebenfalls kdnnten das Geschlecht oder die Throntbazghl (Speicher von
epitheliotrophen Faktoren) einen Einfluss auf digkdamkeit von Serum-AT haben. Die
genannten Parameter konnten den biochemischenki#rauamd damit die epitheliotrophe
Wirkung von Serum-AT beeinflussen. Eine Vergleialke# der kurativen Wirkung dieser
verschiedenen Préparate wird somit unmdglich. Um lééztendlichen Stellenwert von
Serum-AT bei Erkrankungen der Augenoberflache ospektiven randomisierten Studien
klaren zu konnen, muss ihre Herstellung also zwgsimiert und standardisiert werden.
Die individuelle Herstellung von autologen Serum-Ast zeit- und arbeitsaufwendig.
Gefrorenes Frischplasma (GFP) ist - anders als nSeruals qualitatskontrolliertes

heterologes Blutprodukt von Blutbanken erhaltlicid ikénnte alternativ zur Behandlung

12
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von Augenoberflachenerkrankungen verwendet wer@aer stellt sich die Frage, ob
Plasmapréparate eine ahnliche epitheliotrophe Keipdmesitzen wie Serumpraparate oder
ob z. B. die bei ihrer Herstellung erforderlichemtikoagulantien eventuell nachteilig

wirken.

Mit Hilfe der vorliegenden Arbeit sollten daher dedgenden Fragen beantwortet werden:

1. Welchen Einfluss haben Geschlecht, Thrombozytenaatil Gerinnungsparameter
des Spenders auf den biochemischen Charakter enebdheliotrophe Potenz von

Serum-AT?

2. Beeinflusst die Verwendung eines Antikoagulans dezi Herstellung von Plasma
den biochemischen Charakter und die epitheliotroplutenz von GFP im
Verlgleich zu Serum?

3. Wie beeinflussen die Zentrifugationsbedingungen dethemischen Charakter
und die epitheliotrophe Potenz von Blutpraparaten?

4. Welche Auswirkungen hat die Verwendung unterscighdl Diluentien auf die

epitheliotrophe Potenz von Plasma und Serum?
Aus den Antworten auf diese Fragen sollten Empfeigm flr ein standardisiertes

Produktionsverfahren zur Herstellung von Serum-Amiggpfen zur Therapie der

Augenoberflache abgeleitet werden.

13
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden, Gewinnung und Lagerung der Blutpraparate

Bei 10 Probanden (mittleres Alter 59,2 + 4,5 (5374 Jahre, Geschlechtsverhaltnis
mannlich: weiblich = 5:5) wurden unter sterilen Bepingen je 200 ml Vollblut in
Einmalcontainern zur Gewinnung von Plasma und 20Qzun Gewinnung von Serum
entnommen. Fur die Plasmaherstellung erfolgte dismdhme in Einmalcontainern mit
Zitratpuffer, wie er Uublicherweise in Blutspendea@htungen zur GFP-Herstellung
eingesetzt wird und der auf 1000 ml physiologisdtechsalzlésung 2,99 g Zitronensaure,
26,3 g Trinatriumzitrat, 2,22 g monobasisches MNatphosphat, 31,9 g Dextrose und
0,275 g Adenin enthielt. Fir Serum wurden handdigidd 20 ml Einmalspritzen
verwendet. Zur Préaparation von Serum wurde dasoemtrene Vollblut auf 4 sterile 50 ml
Einmalcontainer verteilt und die spontane Gerinnudgr nicht antikoagulierten
Vollblutproben Uber 2 Std. bei 21° C abgewartetciNdentrifugation der Préaparate bei
500 und 3000 G (Abb. 2) wurde der Uberstand urtilen Bedingungen abgehoben und
in 2,5 ml ReaktionsgefaRe (Eppendorf) aliquotightikoaguliertes Vollblut fir die
Plasmaherstellung wurde sofort nach Entnahme atdrile 50 ml Einmalcontainer verteilt
und zentrifugiert. Die Proben wurden bis zur weite¥erwendung bei -70° C aufbewahrt

und nur einmal zu ihrer Verwendung aufgetaut.

Vollblutprobe, je 200 mli

Plasma mit Zitratpuffer Serum ohne Zuséatze
schwache scharfe schwache seharf
Zentrifugation Zentrifugation Zentrifuga Zentrifugation

(500 G und 5 Min.) (3000 G und 15 Min.) (50@@d 5 Min.) (3000 G und 15 Min.)

Abb. 2 Herstellung der Praparate aus Vollblutproben.
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Im Folgenden werden entsprechend die BezeichnuRzama- bzw. Serum- (500 G) oder
(3000 G) verwendet.

2.2 Zelllinie

Fur die Experimente wurde ein Zellkulturmodell humaa SV-40-immortalisierter
Hornhautepithelzellen verwendet. Dabei handeltesiels um Hornhautepithelzellen, die
von einer 49-jahrigen Frau mit Sinus-maxillaris-Kiaom stammen und mit einem
rekombinanten SV-40-Adenovirus zur Immortalisierunpfiziert wurden. lhre
charakteristischen Eigenschaften sind hohe Passlalgez Stabilitat und folglich
reproduzierbares Wachstumsverhalten. Die Zelllimat weitestgehend identische
Eigenschaften wie urspriingliche Cornealzellen. @ltaristisch sind die morphologische
Ausbildung eines pflastersteinahnlichen ZellrelieFormation von Desmosomen, die
Ausbildung von Mikrovilli und Expression von hornltiapezifischem 64-kDa Zytokeratin.
Die Zelllinie wurde bei 37° C, 95 % nd 5 % CQ kultiviert und das Kulturmedium alle
48 bis 72 Stunden ausgetauscht [1].

2.3 Kulturmedien und -zuséatze

Fur die Untersuchungen wurden vier verschiedenetukukedien verwendet. Zur
Vorbereitung der Versuche wurde anfangs ein sogegaanAnzuchtmedium® benutzt,
das der Zusammensetzung des vom Erstbeschreibefetlenie optimierten Mediums
entsprach.

Um definierte Ausgangsbedingungen fur die Versuaherzielen, wurde jede Zellkultur
mit einem vollstdndig definierten Medium mit Waalsisfaktorzusatzen - nachfolgend
»Definiertes Wachstumsmediunt genannt - fir 24 Stunden inkubiert. Danach wurden
alle Zellen fir 24 Stunden mit einem Medium ohneuBeoder Wachstumsfaktorzusatz -
im Folgenden Minimalmedium*® genannt - inkubiert. Bei der Untersuchung der
Differenzierung der Zellen wurde als Kontrolle dbedium verwendet, welches die
Ausdifferenzierung der kornealen Epithelzellen #ureinen angehobenen Gehalt an

Kalzium unterstitzt und im weitereDifferenzierungsmedium‘ genannt wird [8, 49].
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Im Folgenden ist die Zusammensetzung der verwendiikulturmedien angegeben:

Anzuchtmedium:

206 ml Ham’s F12, 206 ml MEM mit 25 mM Hepes Puf#s ml fetales Rinderserum,

5 ml Antibiotikum und Antimykotikum (100X) Liquidi0000 Einheiten Penizillin, 25 pg
Ampthoterizin, 10 mg Streptomyzin, 50 pul EGF, 1Indulin, 50 pl Cholera Toxin.

Definiertes Wachstumsmedium:

500 ml Definiertes Kratinocyte 8rum Fee Medium (KSFM), Wachstumsfaktorzusatz
Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), 5 ml Antibiottikuund Antimykotikum (100X)
liquid.

Minimalmedium:
500 ml Definiertes KSFM, 1 % Serum-Albumin, 5 mltAmotikum und Antimykotikum
(100X) Liquid.

Differenzierungsmedium:
500 ml Definiertes KSFM, 2 mM CacCl, 5 ml Antibiotin und Antimykotikum (100X)
Liquid.

2.4 Gerate und Chemikalien

Die Gerate und Substanzen, die in dieser Arbeit Hinsatz kamen, sind im Anhang

aufgelistet und mit Hersteller und Herstellungsensehen.

2.5 Zellkultur, -passage und -zahlung

Zellkultur

Zum Auftauen von in Kryoréhrchen mit 5 % zugesetztBimethylsulfoxid (DMSO)
eingefrorenen Zellen, wurde das Gefal3 aus dem igtiskstoffoehalter entnommen, fir
eine Minute bei Raumtemperatur erwéarmt und danri3i#fitC warmem Wasser uberspllt,
bis die Zellen eine physiologische Temperatur ehtein. Der Deckel des GefalRes wurde

vor Offnung mit 70%igem Alkohol desinfiziert. DieeHsuspension wurde vorsichtig in ein
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Falcon-Roéhrchen pipettiert und dann langsam fusf dg@chs Milliliter Anzuchtmedium
hinzugegeben. Bei 138 G wurden die Zellen fur fiiwuten zentrifugiert, das Medium
abpipettiert und die Zellen wieder in Anzuchtmediugsuspendiert. Dieser Vorgang

wurde drei Mal wiederholt und die Zellen dann infBDAnzuchtmedium kultiviert.

Zellpassage

Das Kulturmedium wurde von der Zellkulturflascheggettiert und der Zellrasen zweimal
mit PBS gewaschen. Funf bis zehn Milliliter zehhfakonzentrierte Trypsin-EDTA-
Lésung wurden auf den Zellrasen pipettiert undazizwei bis funf Minuten inkubiert, bis
die Zellen sich aus dem Verband I6sten. TrypsirtepArginin und Lysin. EDTA bindet
die zweiwertigen Kationen wie €aund Md"*, die zellbindende Membranproteine
stabilisieren. Durch das Phasenkontrastmikroskoplevdie Losung der Zellen aus dem
Verband Uberpruft. Durch Zugabe von 10 ml Anzucldime wurde die Neutralisierung
der Trypsin-EDTA-LOsung erreicht. Dann erfolgte dientrifugation bei 138 G fur funf
Minuten und die Resuspension mit Anzuchtmedium. Yergang wurde wiederholt und
die Zellen auf sterile Zellkulturflaschen im Vertmi$ 1:3 verteilt.

Zellzahlung

Die Zellen wurden wie oben genannt passagiert, alofit auf ZellkulturgefalRe verteilt,
sondern mit 5 ml Anzuchtmedium versetzt. D Trypan Blau wurden mit 5Qul
Zellsuspension gemischt. Das Deckglas einer Neub&itdkammer wurde durch
Atemluft befeuchtet, sodass dieses sicher auf denrider haftete. Die Zahlkammer wurde
mit der Zellsuspension beflllt und anschlielend diegefarbten Zellen gezahlt.
Abgestorbene Zellen farbten sich aufgrund ihremeaabilisierten Zellmembran blau und
wurden von der Zahlung ausgeschlossen. Die Geshintea vitalen Zellen in beiden

Zahlkammern wurde mit 10.000 multipliziert, um diellzahl pro Milliliter zu erhalten.

2.6 Blutbild und Thrombozytenzahlung in Blutpraparaten

Von jedem Spender wurde ein Blutbild mittels Blidautomaten GenS Haematology
Analizer (Fa. Beckmann Coulter, Krefeld) erstellim den Thrombozytengehalt der
verschiedenen Produkte zu messen, wurden Plasnma- Senumpraparate von funf
Probanden bei 100 (853 U/Min.), 300 (1477 U/MiaQ00 (2697 U/Min.) und 3000 G
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(4671 U/Min.) zentrifugiert. Im Uberstand erfolgteine erneute Messung des

Thrombozytengehaltes mittels Blutbildautomat.

2.7 Biochemische Charakterisierung der Blutpraparate

Neben dem Gesamtprotein wurden in jeder Testlosiis¢glonzentration von Fibronektin,
EGF, TGFB,, PDGF und Vitamin A und E bestimmt.

2.7.1 Gesamtproteinbestimmung nach Bradford

Der Protein-Assay nach Bradford basiert auf einedékung des Absorptionsmaximums
von Coomassie Brilliant Blau G-250 zwischen 465-88bbei Bindung des Farbstoffes an
Proteine. Die Gesamtproteinbestimmung erfolgte mmem Testkit von Bio-Rad
(Minchen). Die Proben wurden zur Messung mit eimaitgelieferten Probenpuffer
(Phosphorsaure, Methanol) verdinnt und mit dem reagenz gemischt. Die aus der
Farbanderung errechnete Proteinkonzentration woridledem Plattenspektrophotometer
.FLUOstar OPTIMA*" bei 595 nm ausgelesen. Die Dutiirung erfolgte nach Anleitung
des Herstellers. Die Standardreihen (Lyophilisief@ammaglobulinpraparate aus
Rinderplasma) von 0,2 bis 1,4 mg/ml wurden in Dkgiken, die Proben in Triplikaten

gemessen.

2.7.2 Quantifizierung von Wachstumsfaktoren und Fibronekin mittels Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Die Wachstumsfaktoren EGF, PDGF-AB und T@EFwurden nach den Vorgaben der
Testhersteller mit Hilfe der ELISA-Technik quardiért, bei der spezifische monoklonale
Antikorper fur das jeweilige Protein auf einer 96eh-Mikrotiterplatte immobilisiert
waren (verwendete ELISA siehe Anhang). Jeweils jd0Btandard und Proben wurden in
Triplikaten aufpipettiert und nach der jeweils eotgénen Inkubationszeit samtliche
ungebundenen Substanzen ausgewaschen. Nach lmkubatieinem enzymgebundenen,
polyklonalen, spezifischen sekundaren Antikdrper rdea alle ungebundenen
Zweitantikorper ausgewaschen, die Substratlosusgedeeiligen ELISA-Kits zugegeben,
die enzyminduzierte Farbénderung bei einer Welleggdson 450 nm (ELISA-Reader,
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Rosys Anthos 2001, Anthos Labtec Instruments, SadgbAustria) quantifiziert und die
Konzentration der Proben mit Hilfe der Standardkurestimmt.

Bei dem kompetitiven Fibronektin-ELISA, war die énsitat der Farbe umgekehrt
proportional zum Gehalt an Fibronektin in der PrdbDeses Testprinzip beruht auf einer
Signalabschwéachung, hervorgerufen durch die koekaiyedingte Verdrdngung des
enzymmarkierten Analyten von den Bindungsstellens déntikorpers durch das
Fibronektin aus der Probe. Die resultierende Fé&ehsitdt ist damit umgekehrt
proportional zur Konzentration des Analyten (Chemimternational, Temecula, USA). In
diesem Testsystem wird ein Fibronektin-Antikdrper definierter Menge immobilisiert
und Fibronektin enzymmarkiert. Die Probe mit unlbmekam Fibronektingehalt wird
zusammen mit einer definierten Menge enzymmarkierteAnalyt in die
Mikrotiterplattenvertiefungen pipettiert. Wahrendrdnkubation konkurrieren freies und
markiertes Antigen um die Bindungsstellen am Anmigd. Als nachster Schritt folgt die
Abtrennung des ungebundenen Antigens. Durch Zugeimes enzymspezifischen
Substrates kommt es zu einer Farbreaktion. Die lidihcung erfolgte entsprechend der
Anleitung des Herstellers und der Messbereich Egb0 nm. Die Standardreihe und die

Proben wurden in Duplikaten gemessen.

2.7.3 Bestimmung von Retinol und Tokopherol mittels _Hgh Pressure Liquid
Chromatography (HPLC)

Retinol (Vitamin A) und Tokopherol (Vitamin E) wued mit Hilfe der
Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC), eirderstungsfahigen Trennmethode,
bestimmt. Die Vorbereitung von Standards, Probem ufontrollen erfolgte nach

folgendem Schema:

Standards Proben und Kontrollen

100 pl Standard 1 -5 200 pl Probe / Kontrolle

+ 200 pl Poolserum + 100 pl Ethanol

+ 100 pl interner Standard + 100 pl interner Standard
mischen, Zugabe von 500 pl Hexan, mischen, Zugahé&00 ul Hexan,
erneut mischen erneut mischen

19



Mabl und Methoden

Jede Losung wurde fur 2 Minuten bei 7000 U/Min.ta&rgiert und die obere Phase zum
spateren Eindampfen abpipettiert. Zur unteren Phasden 500 pl Hexan zugegeben. Es
folgte eine zweite Zentrifugation, erneutes Abptipeén der oberen Phase und dann
Hinzugabe zum 1. Extrakt. Die gesamte obere Phasdeanun bei 40° C fur 20 Minuten
bei einem Druck von 0,2 psi eingedampft, anschheRerfolgte die Losung in 250 ul
Aceton, mischen und 10-minutige Inkubation im Wthallbad, anschlieRend
Zentrifugation far 2 Minuten bei 7000 U/Min. Als 1oile Phase diente eine
Ammoniumacetat/Methanol/Acetonitril-L6sung. Zur Kellung wurden 3,85 ¢
Ammoniumacetat in 1 Liter Methanol/Acetonitril-Gesoh im Verhaltnis 80:20 gel6st. Als
Chromatographieséule (ProntoSIL 120-3-C18 H) kame eStandard C18-Phase zur
Verwendung, welche auf einem hochreinen Kieselgsldit (BISCHOFF, Leonberg). Der
Druck lag bei ca. 180 bar, der Flow betrug 0,6 rmi/nDie Serum- und Plasmaproben
wurden im Wellenlangenbereich von 190-800 nm geereg®iodenarray-Detektor L-
4500, Hochleistungs-UV/VIS-Detektor). Vitamin A- dn E-Kontrollen (Fa.
Chromsystems, 0036, 0037) sowie Standards wurdegefahrt (HPLC-Anlage, siehe
Anhang).

2.8 Evaluation von Proliferation, Migration und Differe nzierung im

Zellkulturmodell

Fur die Experimente wurden die Kornealzellen miteeiDichte von 15.000 Zellen pro
Vertiefung mit Anzuchtmedium kultiviert. Fur died¥feration und Migration wurden 96-
Lochplatten, fur den Migrationsversuch 6-Lochplatteerwendet. Die Zellen wurden ftr
mindestens 24 Stunden mit definiertem Wachstumamedinkubiert. Wenn eine
Zellkonfluenz von zirka 60 % erreicht wurde, wurdas definierte Wachstumsmedium
verworfen, der Zellrasen zweimal mit PBS gewaschemd 24 Stunden mit
Minimalmedium  inkubiert.  Fir jeden  Versuch  wurden inee negative
(Benzalkoniumchlorid) und positive Kontrolle (daértes Wachstumsmedium) in
Triplikaten mitgefuhrt. Die Vorbereitungen der Zeilturen waren fur alle
Zellkulturversuche gleich.

Der intrazellulare Adenosintriphosphat (ATP) -Gerals Mal3 fur die Zellproliferation,
wurde mittels Luziferin-Luziferase basiertem ATRsBimineszenz-Assay nach Angaben
des Herstellers bestimmt (TCA-Lite, Fa. DCS, Hamgpubiese Methode macht es sich
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zu Nutze, dass alle lebenden Zellen ATP als Engugike fur Stoffwechselprodukte
nutzen. Der ATP-Gehalt der Zellen in den Lochvéungen ist ein Marker fir das
Zellwachstum, welcher eng mit der Zellenanzahl éiegrt. Daher ist die Bestimmung von
ATP eine geeignete Methode, um die Proliferation ¥ellen in unterschiedlichen Proben
zu vergleichen [5, 6]. Bei dem ATP-Biolumineszentakren wird der zellulare ATP-
Gehalt quantitativ bestimmt. Durch den SubstratyEmKomplex Luziferin-Luziferase
wird das ATP der Zellen enzymatisch in Lichtenergiengewandelt und durch
Biolumineszenz bestimmt, da zwischen Lichtintensitdd ATP-Gehalt eine quantitative
Beziehung besteht.

Im ersten Schritt werden ATP und Luziferin durcls &nzym Luziferase in Anwesenheit
von Magnesium in den Luziferin-Luziferase-AMP-Koraplund Pyrophosphat umgebaut.
Im zweiten Schritt entsteht durch Sauerstoff Oxyarn-Luziferase-AMP. Dieser
Substrat-Enzymkomplex zerfallt zu Oxyluziferin, €0nd Luziferase; dabei wird Licht
frei und die Lichtintensitat ist proportional zurelkige des ATP [18].

Hierzu wurden die zu messenden Kulturen zweimal PBS gewaschen, 200 PBS
hinzugegeben und das intrazellulare ATP durch Zegaim 50ul Zellextraktionsreagenz
und 20-minttige Inkubation extrahiert. Nach 1:1-6fisng von Zelllysat und Luzeferin-
Luziferase-Reagenz wurde der ATP Gehalt mit demibhometer ,Rosys Anthos Lucy 3
Version 1.2* (Anthos Labtec Instruments, Salzbugterreich) quantifiziert. Eine ATP-
Standardkurve mit  einer  250-ng/ml-Stammlésung  unchschlieBender  1:3-

Verdunnungsreihe wurde fur jede Messung mitgefuhrt.

2.8.1 Einfluss von Zitrat auf den relativen ATP-Gehalt da Zellen

In einem Vorversuch sollte geklart werden, ob dar Gerinnungsinhibition eingesetzte
Zitratpuffer, der zur Antikoagulation des Vollblstevor Plasmagewinnung verwendet
wurde, sich toxisch auf das Zellwachstum auswilRabei wurde der Zitratpuffer
unverdinnt bzw. mit 0,9 % NaCl, BSS und Minimalmediauf 3,125, 6,25, 12,5, 25 und
50 % verdunnt und die Hornhautepithelzellen fir Sdl. in Triplikaten einschliellich

positiver und negativer Kontrolle inkubiert.
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2.8.2 Messung der Zellproliferation in Dosis- und Zeit-Wrkungsexperimenten

mittels ATP-Assay

Als Mal3 fur die Proliferation wurde der intrazefitd ATP-Gehalt der Zellkulturen mit
dem o. g. auf Luziferin-Luziferase basierenden Lngesrenz-Assay bestimmt [18, 46].
Hierzu wurden in 96-Lochplatten 3000 Zellen/Loch S4unden mit serumhaltigem
Anzuchtmedium und weitere 24 Stunden mit seruminefinimalmedium kultiviert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden in dieigfemgen einer 96-Lochplatte

200 ul eines Testpraparates oder einer Kontrolle in likapen gegeben. Als negative
Kontrolle (maximale Wachstumshemmung) diente eidéigé Benzalkoniumchlorid-
Loésung, als positive Kontrolle (maximale Wachstuindérung) definiertes
Wachstumsmedium. Benzalkoniumchlorid ist ein Konsgungsmittel und besitzt stark
toxische Eigenschaften, da es als starkes KkatimesscDetergenz die Lipide in
Zellmembranen zerstért und die Zellen permeabitisuerden. In der Folge wird in vitro

ein intakter Gewebsverband aufgel6st, und es erfidlgch der Verlust vollstandiger
Zellschichten [13, 18, 20, 22, 23, 25, 46, 48].

In Zeit-Wirkungsexperimenten wurden die Zellen UBed 2, 24, 48, 96 und 144 Stunden
mit einer 20%igen Probenlésung nach VerdinnungNaitl, BSS oder Minimalmedium
inkubiert. In Dosis-Wirkungsexperimenten wurden dfellen fur 24 Stunden mit
unverdinnten (100 %) und in 0.9 % NaCl bzw. BS3AR5, 6,25, 12,5, 25 und 50 %
verdinnten Testprodukten inkubiert. Anschlieenddeudas Testpraparat entfernt, die
Kulturen zweimal mit PBS gewaschen, 200PBS zugegeben und das intrazellulare ATP
durch 20-minttige Zugabe von 50 Zellextraktionsreagenz (DCS Innovative, Hamburg)
extrahiert und bis zur Messung eingefroren. Nachclling von Zelllysat und Luziferin-
Luziferase Reagenz (DCS Innovative, Hamburg) imhéinis 1:1 wurde der ATP-Gehalt
mit dem Luminometer (Rosys Anthos Lucy 3, VersioR)lquantifiziert. Eine ATP-
Standardkurve mit einer 250 ng/ml Stammlosung undsclaielender 1:3

Verdunnungsreihe bis auf 0,012 ng/ml wurde fir jg@ssung mitgefihrt.
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2.8.3 Messung der Zellmigration im Kolonie-Dispersions-Vesuch

Anhand eines Kolonie-Dispersions-Assays wurde digrafion der Epithelzellen wahrend
der Inkubation mit den verschiedenen Testlosungemtifiziert. Hierzu wurden je 700 pl
einer 0,01%igen Kollagen I-Losung in die Vertiefengeiner 6-Loch-Zellkulturplatte
(57,6 ng/ 9,6 cf) gegeben und diese unter einer sterilen Werkbattogknet. Dann
wurden je 3 Silikonzylinder (Viva Science, Gottingdest auf den Boden der Vertiefung
gepresst und je 10.000 Zellen mit 150 pl Kulturmediin einen Silikonzylinder
eingebracht und bis zur Zellkonfluenz inkubierte Broliferation der Zellen wurde durch
24-stindige Inkubation in Anzuchtmedium mit Zusatn 100 uM Hydroxyurea inhibiert,
um die weitere DNA-Synthese der Zellen zu unterémdind die reine Migration der
Zellen beurteilen zu kdnnen [8, 25, 43, 47].

Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit PBS foldiee Inkubation der Zellen fir
weitere 24 Stunden mit Minimalmedium. Danach wurdenSilikonzylinder entfernt, jede
Kultur dreimal mit PBS gewaschen und die Zellen it Testlosung (Serum 500/3000 G
oder Plasma 500/3000 G) mit Minimalmedium verdimls Verdinnungslosungen
wurden BSS oder 0,9 % NaCl verwendet. Die Inkulmatiot den verdinnten Testlosungen
erfolgte fur O, 12, 24, 48, 96 und 144 Stunden.Damrden die Zellen mit 90%igem
Methanol fir 10 Min. fixiert und fir 30 Min. mit Hé&atoxylin gefarbt. Die Flache des
konfluenten Zellrasens wurde mit einer definiertéargrof3erung digital fotografiert
(Digital Still Camera, Sony DSC-S75) und mit Hilles Programms UTHSCSA Image
Tool, Version 2.00 alpha vermessen. Die Versuchelamin Triplikaten mit Plasma und
Serum von 2 Blutspendern durchgefiihrt (Abb.3).
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Abb. 3 6-Lochplatte eines Migrationsversuches. Zellkadfldichenausdehnung nach
Inkubation mit verdinntem Serum und anschlieRenBiererung und Farbung mit

Hamatoxylin.

2.8.4 Bestimmung der Zelldifferenzierung mittels Rasteretktronenmikroskopie

und Immunohistochemie

Mittels Rasterelektronenmikroskopie wurde die Olaetfenstruktur der Kornealzellen
hinsichtlich der typischen Merkmale differenziertéornhautepithelzellen untersucht [1].
Hierzu wurden 19 Zellen auf Thermanox-Zellkultureinsatzen fir 48urBten mit
Anzuchtmedium und dann fir 48 Std. in 1 % BAC (niegaKontrolle), definiertem
Wachstumsmedium (positive Kontrolle) oder unverdéniil00 %) Testlésung inkubiert.
Die Testexposition wurde durch dreimaliges Waschen PBS beendet und die Zellen
anschlieBend fur 24 Stunden mit Fixationslosunghn#&donte-Gracia-Dei (2,5 %
Gluteralaldehyd in 0,1 M Na-Cacodylat-Puffer bei ph#) fixiert, in aufsteigender
Acetonreihe entwassert und einer Kritischen-PunmkieKnung und abschlielenden Platin-
Palladium-Beschichtung unterzogen. Die Untersuchurtgs morphologischen
Wachstumsverhaltens sowie der zellularen Oberfislobschaffenheit erfolgte mit dem
Rasterelektronenmikroskop SEM 505 (Fa. PhillipsdEoven, Holland) bei einer
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Spannung von 10 bis 15 kV. Die Befunde wurden auXA100 Filmen (Agfa)
dokumentiert.

Die Bewertung der Differenzierung der Zellen umfass zusatzlich die
immunhistochemische Untersuchung von Zytokerati®gokeratin-3 wird als Marker
von differenzierten Hornhautepithelzellen, nichtealvon undifferenzierten Zellen des
Bindehautepithels exprimiert [11].

Die Bindung eines nicht markierten Primarantikbgpam Zielantigen wurde lber einen
enzymmarkierten Sekundarantikdper entsprechend Adkalische Posphatase rai-
Alkalische Posphathase Bthode APAAP-Methode) nachgewiesen.

Enzym-Immunkomplex =
ARPAAP-Komplex

Sekundar- o, Brilcken - Ak

Zelle

Primar-Antikirper

Abb. 4 Schematische Darstellung des Enzym-anti-Enzym-Kexegs bei der APAAP-
Methode zur Darstellung der Differenzierung deldeteimit Zytokeratin-3.

Hierbei wird ein Bruckenantikbrper verwendet, dezndPrimarantikérper mit dem
APAAP-Komplex verbindet. Dieser Komplex wird aus@&n Enzym (APAAP) und einem
Antikorper gebildet, der gegen dieses Enzym gegicist. Der primare und der gegen das
Enzym gerichtete Antikbrper stammen von der gleichBEerart (hier Maus). Der
Bruckenantikorper ist gegen Immunglobuline diesmrart gerichtet. Der an das Enzym
gebundene, nicht markierte Priméarantikérper, wurdgé dem Farbstoff Vektor-Rot
nachgewiesen (Abb. 4). Diese Methode hat eine Isa@msitivitat, aber den Nachteil, dass
der Farbstoff schnell verblasst, der Versuch s¢hagsgewertet werden muss und die
gefarbten Praparate nicht archivierbar sind.
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Die Proben wurden in 20%iger Konzentration mit B®&CL und Minimalmedium
verdunnt und in Triplikaten aufgetragen. Die Inkiidya erfolgte Uber 72 Stunden. PBS,
Minimal-, Anzucht- und Differenzierungsmedium wundaels Kontrollen mitgefiihrt. Die
Auswertung des Versuches erfolgte durch Zahlungategefarbten Zellen in je 5 Feldern
jeder Vertiefung im Blickfeld des Phasenkontrastmskopes bei 20-facher Vergrol3erung.
Erst wurden alle Zellen jedes Feldes insgesamty dan Teil der Zytokeratin-3-positiven
Zellen gezahlt. Zur Arbeitserleichterung wurde @hkular (E-PI 10x/20 Br der Firma
Zeiss) mit Gitternetzlinien benutzt (Abb. 5).

Abb. 5 Blick durch das Phasenkontrastmikroskop bei dehlutd@ Zytokeratin-3-
positiver Zellen bei 40-facher Vergroé3erung.

2.9 Statistik

Fur die statistische Auswertung wurde das Progré8R8S fur Windows, Version 11.0.1
(15. Nov. 2001), Fa. SPSS.Inc verwendet. Die nparaemetrischen Daten der
verschiedenen Blutprodukte wurden mit Hilfe desadklon signed-rank Test verglichen.
Zur Berechnung der Korrelationen wurde der Speatbnaariat-Test eingesetzt.

Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeitnvp < 0,05 wurden als statistisch
signifikant definiert. Es fand eine statistische@eng durch das Institut fur medizinische
Biometrie des Universitatsklinikums Schleswig-Heist Campus Libeck statt.
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3 Ergebnisse

3.1 Blutbild und Thrombozytenzahlung in Blutpraparaten
Bei zehn Patienten wurde eine Untersuchung de®iRlas durchgefihrt, welches sowohl
die Bestimmung von Erythrozyten- und Thrombozytéhzals auch von Hamoglobin- und

Hamatokritwert umfasste. Signifikante Abweichungdar Proben vom Normbereich

konnten nicht nachgewiesen werden (Tab. 2).

N=10 Erythrozyten Hamoglobin Hamatokrit | Thrombozyten
EINHEIT /pl g/l % x 0,01 /nl
MAX 5,05 160 0,46 338
MIN 3,88 122 0,37 150
STABW 0,39 11,38 0,03 57,12
NORMWERTE 4-55 120 - 180 0,38 - 0,52 150 - 400
MITTELWERT 4,4 139 0,39 250,3

Tab. 2 Zusammenfassung der ermittelten Blutwerte vom Z&tobanden. Normwerte des
Universitatsklinikums Schleswig-Holsteins, Campubéck, Zentrallabor.

Ferner wurde der Thrombozytengehalt der Serum- dHdsmapraparate  nach
zehnminutiger Zentrifugation bei 100 G (853 U/Mjn300 G (1477 U/Min.), 1000 G
(2697 U/Min.) und 3000 G (4671 U/Min.) an einer cBprobe von funf Probanden
gemessen, um den Einfluss der Zentrifugalkraftdeuf Thrombozytengehalt der einzelnen
Préaparate zu untersuchen (Tab. 3).

Plasmapraparate enthielten signifikant mehr Thraytem als Serumpraparate (2,2 x
10%). Bei der Zentrifugation von Plasma wurde die Thbozytenzahl signifikant mit
Erh6hung der Zentrifugationsgeschwindigkeit erngidip= 0,0013 fiir 100 G versus 3000
G). Bei
erwartungsgemal gegenuber Plasma stark redundess ihre Konzentration im Serum
durch Erhéhung der Zentrifugalkraft (100 G bis 30BP nicht signifikant gesenkt (p=

0,363 fur 100 versus 3000 G) wurde.

Serumpraparaten ist die Thrombozytenzahlchnader Koagulation
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N=10 Plasma| Plasma| Plasmal Plasma Serum | Serum | Serum| Serum
100 G | 300 G | 1000 G| 3000 G| 100 G | 300 G | 1000 G|3000 G
MAX 115 35 18 7 33 11 8 4
MIN 40 19 10 4 1 1 1 1
STABW 31,3 6,6 3,2 1,3 13,9 4 2,8 1,]
MITTELWERT | 72,8 | 26,2 | 13,4 | 52 8,4 4,2 3,4 2,4

Plasma signifikant > Serum (p= 2,2 x 1)
P 100 G signifikant > S 100 G (p=2,9 x 1)
P 100 G signifikant > S 3000 G (p= 1 x T

P 100 G signifikant > P 3000 G (p= 1,3 x 1)

Tab. 3 Ermittelter Thrombozytengehalt in 1000 /ul von fflRfrobanden in Plasma- und
Serumpréaparaten, jeweils zentrifugiert bei 100,, 3@M0 und 3000 G.

3.2 Biochemischer Charakter der Blutpraparate

3.2.1 Gesamtprotein

Die Gesamtproteinbestimmung nach Bradford zeigies dPlasma (3000 G) den héchsten
und Plasma (500 G) den niedrigsten ProteingehalaheBlutprodukte, zentrifugiert bei
3000 G, hatten insgesamt einen hodheren Proteirtgettal solche, die mit 500 G
zentrifugiert wurden. Auffallend niedriger als inerd restlichen Produkten war die
Proteinkonzentration in Plasma (500 G), (Tab. 4).

N=10 Plasma 500 G | Plasma 3000 G Serum 500 G | Serum 3000 G
MAX 490,4 641 597.,5 604,9
MIN 415,9 483 369 418,1
STABW 26,2 42,5 57,9 59,4
MITTELWERT 440,6 554,8 511,0 541,6
S 3000 G signifikant > S 500 G (p= 2,59 x Ip
P 3000 G signifikant > P 500 G (p= 5,06 x T
S 500 G signifikant > P 500 G (p= 9,3 x 1)

Tab. 4 Gesamtproteinkonzentration bei zehn Probandeg/miunach Bradford.
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3.2.2 EGF
Die EGF-Konzentration war in Serum (3000 G) am lsteh, in Plasma (3000 G) deutlich

niedriger als in den Ubrigen Produkten. Serumpgipahatten eine hohere EGF-

Konzentration als Plasmapréaparate (Tab. 5).

N=10 Plasma 500 G| Plasma 3000 G Serum 500 G | Serum 3000 G
MAX 0,5 0,01 1,2 1,3
MIN 0,1 0,003 0,2 0,1
STABW 0,1 0,003 0,3 0,4
MITTELWERT 0,2 0,007 0,6 0,7

Serum signifikant > Plasma (p= 1,03 x 1)
P 500 G signifikant > P 3000 G (p= 5,06 x 19
S 500 G signifikant > P 3000 G (p= 5,4x 1)
S 3000 G signifikant > P 3000 G (p= 5,1 x I

Tab. 5 EGF-Konzentration bei zehn Probanden in ng/ml.

3.2.3 PDGF-AB

Serum (3000 G) hatte den hochsten und Plasma (8)0@en niedrigsten PDGF-AB-
Gehalt. Die Konzentration von PDGF-AB war in Plas(@3@00 G) auffallend niedrig,
Serum (3000 G, 500 G) und Plasma (500 G) hatteenesignifikant hoheren PDGF-
Gehalt als Plasma (3000 G), (Tab. 6).

N=10 Plasma 500 G| Plasma 3000 G Serum 500 G | Serum 3000 G

MAX 29,3 3,5 21,0 22,2
MIN 6,0 0,3 6,5 8,7
STABW 7.3 1,0 5,1 4,8
MITTELWERT 14,0 1,1 14,9 15,0

P 500 G signifikant > P 3000 G (p= 5,06 x I

S 3000 G signifikant > P 3000 G (p= 5,06 x T

S 500 G signifikant > P 3000 G (p= 2,6 x )

Tab. 6 PDGF-AB-Konzentration bei zehn Probanden in ng/ml.
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3.2.4 TGF-B,

Der TGF$,-Gehalt war in Plasma (500 G) am hochsten und asrRh (3000 G) am
niedrigsten. Plasma (3000 G) hatte signifikant weniTGFg, als Plasma (500 G) und
Serum (500 und 3000 G), (Tab. 7).

N=10 Plasma 500 G| Plasma 3000 G Serum 500 G | Serum 3000 G
MAX 52,6 8,8 28,8 26,8
MIN 19,3 4.2 11.8 10,1
STABW 12,1 1,5 6,1 4,9
MITTELWERT 36,5 57 21,1 13,3
P 500 G signifikant > P 3000 G (p= 5,06 x T
S 500 G signifikant > P 3000 G (p= 8,55 x T
S 3000 G signifikant > P 3000 G (p= 5,06 x T

Tab. 7 TGFf,- Konzentration bei zehn Probanden in ng/ml.

3.2.5 Fibronektin

Der Fibronektingehalt war in den Serumpraparaterhéohsten und in Plasma (3000 G)

am niedrigsten. Bei diesem Protein ergaben sicB@gensatz zu den tbrigen untersuchten

keinesignifikanten Unterschiede untereinander (Tab. 8).

N=10 Plasma 500 G| Plasma 3000 G Serum 500 G | Serum 3000 G
MAX 261,4 222,8 277,6 328,0
MIN 57,7 63,6 96,2 86,4
STABW 59,8 52,7 64,6 88,5
MITTELWERT 153,0 138,9 181,5 177,6

Tab. 8 Fibronektin-Konzentration bei zehn Probanden ifmlg

3.2.6 Retinol und Tokopherol

Retinol (Vitamin A)

Fur Vitamin A wurde die hochste Konzentration im@epréaparaten und die niedrigste in

Plasmapraparaten gemessen. Serumpraparate hagersgjnifikant héheren
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Vitamin A-Gehalt als Plasmapraparate. Weder Plasnah Serumpraparate wiesen

untereinander Unterschiede zwischen 500 G und &3@entrifugation auf (Tab. 9).

N=10 Plasma 500 G| Plasma 3000 G Serum 500 G | Serum 3000 G
MAX 3,2 3,3 4.2 4.4
MIN 2,0 2,0 2,3 2,6
STABW 0,4 0,4 0,6 0,6
MITTELWERT 2,5 2,5 3,2 3,3
S 500 G signifikant > P 500 G (p= 5,81 x 1)
S 3000 G signifikant > P 3000 G (p= 2,48 x T

Tab. 9 Retinol- Konzentration bei zehn Probanden in p/Mbl

Tokopherol (Vitamin E)

Die hdchste Vitamin E-Konzentration wurde in Ser(8800 G) gemessen, die niedrigste

in Plasma (3000 G). Serum wies eine signifikantanéhvitamin-E-Konzentration auf als

Plasma und Serum (3000 G) mehr als Plasma (3000r&l), 10).

N=10 Plasma 500 G| Plasma 3000 G Serum 500 G | Serum 3000 G
MAX 57,0 56,2 63,9 62,9
MIN 24,1 24,1 25,0 30,1
STABW 10,3 10,0 13,7 11,0
MITTELWERT 35,3 34,6 38,8 40,3
Serum signifikant > Plasma (p= 1,54 x 1)
S 3000 G signifikant > P 3000 G (p= 4,6 x I

Tab. 10 Tokopherol-Konzentration bei zehn Probanden in |ifdlo

3.2.7 Einfluss des Geschlechtes auf den biochemischen Chigter der Blutpraparate

Die Fibronektin- (Serumpraparate) und Vitamin A-Kentrationen (alle Serum- und
Plasmapréparate) waren im Mittel bei Mannern sigaiift hoher als bei Frauen. Bei der
EGF-, TGFB,-, Gesamtprotein- und PDGF-Konzentrationsbestimmiognten keine
signifikanten Geschlechtsunterschiede festgestelitten (Tab. 11).
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Gesamtprotein | Plasma 500 G| Plasma 3000 G Serum 500 G| Serum 3000 G
J gesamt 433,4 573,2 481,8 532,2
Q gesamt 447,7 536,4 540,2 551

p= 0,42 0,19 0,11 0,64
STABW 26,2 42,5 57,9 59,4
Vitamin A
J gesamt 2,8 2,8 3,6 3,7
Q gesamt 2,3 2,2 2,8 2,9
p= 0,0287 ) 0,017 &) 0,005 §) 0,015 §)
STABW 0,4 0,4 0,6 0,6
Vitamin E
J gesamt 37,8 37,4 41,9 43,1
Q gesamt 30,4 30,2 31,6 34,5
p= 0,08 0,12 0,21 0,13
STABW 10,5 10,7 14,4 11,6
EGF
J4 gesamt 215,4 7,3 544,3 588,6
Q gesamt 230,8 7,1 582 824,1
p= 0,87 0,93 0,87 0,38
STABW 134,3 3,8 338,6 394,1
PDGF
J4 gesamt 12783 1191,6 16435,2 16671,2
Q gesamt 15172,6 1048 13396 13352,2
p= 0,63 0,83 0,37 0,30
STABW 7250,2 974,7 5074,6 4833,7
TGF- B2
4 gesamt 32080 6030 22260 15180
Q gesamt 40990 5310 19890 11430
p= 0,27 0,49 0,57 0,24
STABW 12144,1 1527,6 6095,7 4852,9
Fibronektin
4 gesamt 182562 156702 243060 268380
Q gesamt 136860 110353 126436 110850
p= 0,32 0,11 0,0003 §) 0,00031 %)
STABW 68133,1 45488 67547,7 91669

Tab. 11 Mittelwerte der Proteine mannlicher und weiblich&eren. Signifikante
Unterschiede sind mit#] versehen. Die Einheit fir Tokopherol und Retieokspricht
pmol/ml, fur Fibronektin und Gesamtprotein pg/mbuiir EGF, PDGF-AB und TGB;

ng/ml.
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3.3 Evaluation von Proliferation, Migration und Differe nzierung am

Zellkulturmodell

3.3.1 Einfluss von Zitrat auf die Proliferation der Zellen

Oben genannte Zitratkonzentrationen wurden in Madimedium, NaCl und BSS
zugesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass bei Welug vonMinimalmedium kein
signifikanter Proliferationsunterschied der Zellps 5 x 10%) zwischen der héchsten und
der niedrigsten zugegebenen ZitratkonzentratioriehesZwischen 12,5%ig und 50%ig
verdunnter Testlosung mit Zitratpuffer bestand fgnifikanter Proliferationsunterschied-
eine hohere Zitratkonzentration beeinflusste ddlsvAehstum positiv (p= 7 x 1.

Wurde zum ZitratNaCl (p= 2 x 10°) oderBSS (p= 4,8 x 1F) zugegeben, fanden sich
signifikante Unterschiede zwischen unverdinntemragpuffer (100 %) und der
niedrigsten (3,125 %) Zitratkonzentration. Die h@&hdonzentration unterstitzte das
Wachstum mehr als die niedrigere. Daraus kann ¢essfblgert werden, dass die
Verwendung von Zitratpuffer zur Antikoagulation vorollblutproben nicht zu einer

Proliferationshemmung fuhrt (Abb.6).

Einfluss von Zitrat auf den relativen ATP-Gehalt de Zellen
(24 Stunden Inkubationszeit)

300
=&- Minimal =a— NaCl --BSS

250

200
o ” W
50 =

3,125 6,25 12,5 25 50 100

Relatives Wachstum (%)

Zitratpuffer in Diluens (%)

Abb. 6 Einfluss von Zitrat, verdinnt in den DiluentienMnalmedium, NaCl und BSS,
auf die Proliferation von humanen kornealen Epgéi¢n nach 24-stindiger Inkubation

(Dosis-Wirkungsbeziehung).
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3.3.2 Proliferation

3.3.2.1Dosis-Wirkungsbeziehung

Bei diesem Versuch wurden die Diluentien Minimalmea, NaCl und BSS verwandt. Die
optimale Konzentration der miMlinimalmedium verdinnten Plasma- bzw. Serumproben
lag bei 12,5 % Testpraparat im Verdinnungsmediuim siirkste Proliferation zeigten die
Zellen bei Inkubation mit Serum (3000 G), die scbiagie mit Plasma (500 G), (Abb. 7).

Im Vergleich zur positiven Kontrolle (definiertes adhstumsmedium) entsprach das
Zellwachstum bei 12,5 % Serumkonzentration (3000 r@gximal 154,4 %. Die
Verwendung von Plasma (500 G) zeigte deutlich gere@ Wachstumsraten. Ein

signifikanter Geschlechtsunterschied konnte nielthgewiesen werden (Tab. 12).

200
= Serum 500 G - Serum 3000 G |
Plasma 500 G Plasma 3000 G

180

160

140 -

120

100 -

801 | |

% Wachstum

60

40 A

20

|

0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Konzentration des Blutproduktes in Minimalmedium

Serum 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 1,2 01)
Serum 500 G signifikant > Plasma 500 G (p= 4,38 01
Plasma 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 1,980

Abb. 7 Zellulare Proliferation nach 24-stiindiger Inkubatmit Serunbzw. Plasma (500
G) und Serum bzw. Plasma (3000 G), verdinntviniimalmedium. Mittelwert von
zehn Proben unter Mitfiihrung von negativer (Benaailkmchlorid = 0 % Wachstum) und

positiver Kontrolle (Wachstumsmedium = 100 % Wachst
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Plasma | Verdinnung 3,125 %| 6,25% | 125% 25 % 50 % 100 %
500 G Jd gesamt 109,4 102,0 89,6 60,4 17,6 8,0
Q gesamt 89,6 102,4 86,1 62,4 22,P 5,(
p= 0.24 0.97 0.89 0.91 0.65 0.35
Plasma | Verdinnung 3,125 %| 6,25 % | 12,5% 25 % 50 % 100 %
3000 G 4 gesamt 115,9 122,1 126,6 128|1 569 4.5
© gesamt 123,4 136,9 139,9 143|9 84,6 6,8
p= 0,73 0,54 0,56 0,58 0,26 0,33
Serum Verdiunnung| 3,125 %| 6,25 % | 12,5% 25 % 50 % 100 %
500 G 4 gesamt 130,8 133,3 130,p 117)4 61)1 9,9
Q gesamt 135,7 135,4 143,0 128/4 79)9 11)7
p= 0,86 0,94 0,67 0,76 0,52 0,65
Serum Verdinnung| 3,125 %| 6,25 % | 125% 25 % 50 % 100 %
3000 G 4 gesamt 111,0 113,5 123,6 108|1 54,3 112
Q gesamt 135,8 145,1 1547 152]0 101,3 17,6
p= 0,48 0,38 0,46 0,28 0,12 0,23

Tab. 12 Wachstumsraten (%) bezogen auf die Positivkomtr@lVachstumsmedium) bei
Inkubation der Zellen mit Seren von mannlichen wvelblichen Spendern. Es bestand
kein signifikanter Unterschied bei Verwendung méidr und weiblicher Proben in der

Dosis-Wirkungsbeziehung bei Verdiinnung Mihimalmedium .

Bei Verdinnung der Proben mBSS zeigte sich bei Plasmapraparaten eine deutlich
geringere Proliferation als bei Serumpraparaterffédlig war, dass die Zugabe von BSS
in Plasma vermutlich eine Koagulationsreaktion @stsl (Abb. 8).

Abb. 8 Koagulation von Plasma bei Zugabe von BSS.
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Die maximale Proliferation der Zellen war bei Vemdiing der Proben mBSS geringer
als bei der Verdinnung mit Minimalmedium. Die oismKonzentration der Plasma- und
Serumproben lag hier bei 25 % (Minimalmedium = 1%h Serum (3000 G) hatte bei
25%iger Konzentration die starksten Proliferatiaben und erreichte eine Zellproliferation
von 92 % (154,4 % bei Verdinnung mit MinimalmediurBei dieser Konzentration
erzielten Plasma (500 G) und (3000 G) Wachstumsnaia etwa 20 %. Ab einer 50%igen
Probenkonzentration war das Zellwachstum mit Zurehder Probenkonzentration
signifikant abnehmend (Abb.9). Ein signifikantersGlelechtsunterschied ist fur keines der

vier Produkte nachgewiesen worden (Tab. 13).

200

1801 = Serum 500 C -# Serum 3000 ( -+ Plasma 500 ( — Plasma 3000 (
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% Wachstum
® o
(@] (]

D
o
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40
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0 ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Konzentration des Blutproduktes in BSS

Serum 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 1,1610°)
Serum 500 G signifikant > Plasma 500 G (p= 4,65 013
Plasma 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 1,4910°)

Abb. 9 Zellulare Proliferation nach 24-stiindiger Inkubatmit Serunbzw. Plasma (500
G) und Serum bzw. Plasma (3000 G), verdunntBSi& Mittelwert von zehn Proben unter
MitfUhrung von negativer (Benzalkoniumchlorid = 0 W&achstum) und positiver

Kontrolle (Wachstumsmedium = 100 % Wachstum).
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Plasma | Verdinnung 3,125 %| 6,25% | 12,5% 25 % 50%| 100 o
500 G 4 gesamt 31,09 37,73 31,02 23,59 15,35 3,07
Q gesamt 44,74 51,21 46,44 17,04 12,10 4,49
p= 0,45 0,39 0,37 0,51 0,59 0,51
Plasma | Verdinnung 3,125 %| 6,25% | 12,5% 25 % 50%| 100 P
3000 G J gesamt 53,65 46,43 29,11 18,61 39,31 6,02
Q gesamt 46,51 52,13 28,72 3,75 52,87 19,12
p= 0,6 0,66 0,98 0,11 0,46 0,36
Serum | Verdinnung 3,125 %| 6,25% | 12,5 % 25 % 50 %| 100 P
500 G J gesamt 59,35 68,41 85,38 86,55 36,53 13,85
Q gesamt 57,82 73,28 81,88 75,41 46,88 10,11
p= 0,93 0,8 0,9 0,69 0,65 0,59
Serum | Verdinnung 3,125 %| 6,25% | 12,5% 25 % 50%| 100 P
3000 G J gesamt 55,02 58,61 63,48 77,13 31,71 15,79
Q gesamt 57,80 70,95 79,91 89,22 52,21 13,49
p= 0,89 0,61 0,53 0,69 0,28 0,72

Tab. 13 Wachstumsraten (%) bezogen auf die Positivkdet(®@/achstumsmedium) bei

Inkubation der Zellen mit Seren von mannlichen wwdiblichen Spendern ohne

signifikante Unterschiede in der Dosis-Wirkungskering bei Verdinnung ni8SS

Zellen

inkubiert mit Serum (3000 G),

(Diluens NaClheferten die hochsten

Wachstumsraten. Mit geringeren Wachstumsraten dolgibsteigend Serum (500 G),
Plasma (3000 G) und Plasma (500 G). Plasma (50f@r@¢rte bei allen Verdinnungen
das Wachstum der Zellen am geringsten (Abb.10).
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Serum 3000 G signifikant > Serum 500 G (p= 6,51 >O‘f%
Serum 3000 G signifikant > Plasma 3000 G (p= 9,9710")
Serum 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 7,1610")

Abb.10 Zellulare Proliferation nach 24-stiindiger Inkubatmit Serunbzw. Plasma (500
G) und Serum bzw. Plasma (3000 G), verdiunnt MaCl. Mittelwert von funf Proben
unter MitfGhrung von negativer (Benzalkoniumchlosd0 % Wachstum) und positiver

Kontrolle (Wachstumsmedium = 100 % Wachstum).

Serum (3000 G) wies bei allen Verdinnungen die sigch Wachstumsraten auf. Am
starksten wachstumsfordernd war die Verdinnung Mihimalmedium. Bei der
Verdinnung miBSS und NaCl waren die Wachstumsraten konzentrationsabhanmjg; e
niedrige Konzentration des Blutproduktes war mit ¥erdinnungBSS vorteilhaft, bei
hoherer Konzentration ergab die Inkubation NaiCl héhere Wachstumsraten (Abb. 11).
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Abb. 11 Vergleich der Wachstumsraten von Serum (3000 G)eim MedienNaCl, BSS

undMinimalmedium.

Zusammenfassend ist Serum (3000 G) das starkste Riadma (500 G) das
proliferationsschwachste Produkt. Unabhangig vonrweadeten Diluens ist eine

Konzentration der Proben von 12,5 — 25 % am sténkstoliferationsférdernd.
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3.3.2.2Zeit-Wirkungsbeziehung

Bei der Verdinnung der Zellen nitinimalmedium konnte in den ersten 48 Stunden eine
deutliche Proliferationstendenz der Zellen beoletchterden. Die verbleibenden 90

Stunden blieb das Wachstum der Zellen in etwa amh gjleichen Niveau. Uber den

Zeitraum von 144 Stunden ergab die Inkubation ntésia (500 G) die niedrigsten

Wachstumsraten (Abb. 12).
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=&—Serum 500 G -I-Sfrum 3000 G Plasma 500 G Plasma 3000 G |

180

- fr—

120 T // 1
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0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit (Stunden)

Serum 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 1 x ff)
Serum 500 G signifikant > Plasma 500 G (p= 3,97 01?)
Plasma 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 1,981%"%

Abb. 12 Zellulare Proliferation bei Inkubation tber 1441sden mit Serunbzw. Plasma
(500 G) und Serum bzw. Plasma (3000 G), verdinht28u% mit Minimalmedium.
Mittelwert von 5 Proben unter Mitfihrung von negati (Benzalkoniumchlorid) und

positiver Kontrolle (Wachstumsmedium).

Bei der Verdinnung der Proben niSS liegt das Proliferationsniveau der Zellen
insgesamt deutlich unter dem Niveau der Mihimalmedium inkubierten Zellen. Mit
Serumpraparaten inkubierte Zellen zeigten sigmifikabhere Wachstumsraten als mit

Plasmapraparaten inkubierte Zellen (Abb. 13).
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Zeit (Stunden)

Serum 500 G signifikant > Plasma 500 G (p= 5,93 X
Serum 3000 G signifikant > Plasma 3000 G (p= 3,3910"9
Serum signifikant > Plasma (p= 1,1 x 16°)

Serum 3000 G signifikant > Serum 500 G (p= 2,7 >Otif%

Abb. 13 Zellulare Proliferation bei Inkubation tber 1441&den mit Serunbzw. Plasma
(500 G) und Serum bzw. Plasma (3000 G), verdinh2@@ mitBSS Mittelwert von 5
Proben unter Mitfihrung von negativer (Benzalkorghiorid) und positiver Kontrolle

(Wachstumsmedium).

Bei Verdinnung der Proben mNaCl waren mit Serumpréaparaten inkubierte Zellen
wachstumsstarker als mit Plasmapréaparaten inkebiefellen. Dieser deutliche
Wachstumsunterschied hatte sich schon bei Verdighrder Proben mit BSS und
Minimalmedium  gezeigt  (Abb. 14). Serumpraparate emar signifikant
wachstumsfordernder als Plasmapréparate. Serumigeodunterschieden sich nicht
signifikant voneinander, Plasma (3000 G) war waghsftérdernder als Plasma (500 G).
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Serum 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 1,11])09;

Serum 3000 G signifikant > Plasma 3000 G (p= 2,4410")

Plasma 3000 G signifikant > Plasma 500 G (p= 1,7810°)
Serum signifikant > Plasma (p= 6,72 x 1)

Abb. 14 Zellulare Proliferation bei Inkubation tber 1441sden mit Serunbzw. Plasma
(500 G) und Serum bzw. Plasma (3000 G), verdinh2@9o mitNaCl. Mittelwert von 5
Proben unter Mitfihrung von negativer (Benzalkorghiorid) und positiver Kontrolle

(Wachstumsmedium).

Resultierend aus dem Zeit-Wirkungsversuch ergelotrfelgenden Aussagen:

Die Verdinnung der Proben mit Minimalmedium war stérksten proliferationsfordernd.
Bei optimaler Konzentration der Proben (12,5 - 2% Batten mit Serumpraparaten
inkubierte Zellen starkere Wachstumsraten als soldie mit Plasmapraparaten inkubiert
wurden. Nach der Inkubation der Zellen Uber zirRaSunden zeigten diese die hdchsten

Wachstumsraten (Tab. 14).

Es fand sich kein signifikanter Proliferationsust#tied zwischen den Zellen, die mit den

Diluentien NaCl oder BSS inkubiert wurden.
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Dosis-Wirkungs-Versuch Plasma Plasma Serum Serum
(500 G) (3000 G) (500 G) (3000 G)
Verdinnung mit
Minimalmedium 102,28 136 136,76 154,4
Verdinnung mit BSS 44,47 50,08 83,63 92,4
Verdinnung mit NaCl 22,88 35,68 58,79 96,64
Mittelwert 56,54 73,92 93,06 114,48
Zeit-Wirkungs-Versuch
Verdinnung mit
Minimalmedium 113,3 160,3 163,5 150
Verdinnung mit BSS 25,1 41,9 78,8 74,1
Verdinnung mit NaCl 27,9 50,8 93,3 84,1
Mittelwert 55,43 84,33 111,87 102,73

Tab. 14 Maximales Wachstum (%) der Kornealzellen bei Irdtidn mit Plasma- und

Serumprodukten und Verdinnung miinimalmedium, NaCl undBSS

3.3.2.3Korrelation der Proteinkonzentration mit dem ATP-Gehalt der Zellen

Zwischen der Konzentration von Gesamtprotein, EBBGF-AB, TGFf,, Fibronektin,
Vitamin A, Vitamin E und dem jeweiligen ATP-Gehalter Zellen als Marker der

Proliferation konnte keine signifikante Korrelatitastgestellt werden.

3.3.3Migration

Die Diluentien der Blutprodukte im Kolonie-Dispeyes-Versuch waren auch hier
Minimalmedium, BSS und NaCl. Der Versuch wurde mit Proben von zwei Probanden
durchgefuhrt. Die Migration der Zellen wurde du®arumproben besser unterstitzt. Nach
Inkubation mit Plasmaproben l6sten sich die Zell der Fixierung mit 70%igem
Methanol vor der Farbung mit Hamalaun nach Mayendett vom Gefal3boden ab, eine

Auswertung war daher nicht maglich.
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Abb. 15 Kolonie-Dispersions-Versuch tber 144 Stunden reitus (500 G) und Serum
(3000 G), verdunnt auf 25 % nitinimalmedium, NaCl undBSS.

In Abb. 15 wird deutlich, dass das zur Verdiunnueg Broben verwandte Diluens die
entscheidende Rolle auf das MigrationsverhaltenZad#len nimmt. Bei den Proben, die
mit Minimalmedium verdinnt wurden, kam es zu einer Flachenzunahme400 % im
Gegensatz zu den Proben, die mit anderen Diluentegsetzt wurden und nur eine
Flachenzunahme von zirka 50 % erreichten. Serunichews mit 500 und 3000 G
zentrifugiert und mit Minimalmedium verdinnt wurdeterschied sich nicht signifikant
(p= 0,93). Beide mit Minimalmedien verdinnten Semmielten in 144 Stunden eine
signifikant groBere Kolonieflache als bei Verdiingunit NaCl (p= 1,7 x 16) und BSS
(p= 8,15 x 10).

3.3.4 Differenzierung

3.3.4.1 Rasterelektronenmikroskopie
Rasterelektronenmikroskopisch zeigte sich nachtd@deger Inkubation mit 100%iger

Testlosung bei Serum die Ausbildung eines konflereniiachig ausgedehnten Monolayers
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S e

Abb. 16 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen humamendaler Epithelzellen
nach Inkubation mit 100 % Testsubstanz. Bei Serédpgraten (zentrifugiert mit A=

500 G, B= 3000 G) konfluente Zellrasen mit Aushildu zahlreicher Mikrovilli.
Plasmapraparate (zentrifugiert mit C= 500 G und BBO0 G) zeigen Zeichen der

Apoptose und einen lickenhaften Zellrasen (ein &akntspricht 0,1 mm).

mit dichten Zellkontakten wund frihzeitig auftretengd zahlreichen Mikrovilli.
Unterschiede ergaben sich im Hinblick auf den Affieénzierungsgrad zu Gunsten der
schneller zentrifugierten Praparate und somit dedienveniger Thrombozyten enthielten.
Die Inkubation mit Plasma fihrte zu einer geringegelldifferenzierung; der Zellrasen
wies Lucken auf, die Zellformen erschienen inhonmpgker Mikrovillibesatz war deutlich

reduziert. Haufig l0sten sich Zellen aus dem Gewetland, verloren ihren epithelialen
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Phanotypen, kugelten sich ab und verloren an G(Bfgkenose). Diese morphologischen
Befunde wurden als Zeichen einer apoptotischen ergdon gewertet (Abb. 16 und 17).
Rasterelektronenmikroskopisch zeigte plattchenar@ssam somit die beste Entwicklung

der Zellen im Hinblick auf ihre Ausdifferenzierung.

Abb. 17 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen (1008-fatirker vergrofRerte
Bilder als in Abb. 16) humaner kornealer Epithdizel Bild A zeigt eine deutliche
Ausbildung von Mikrovilli (Inkubation mit Wachstummedium), Bild B verdeutlicht die
schwachere Mikrovilliausbildung (Inkubation mit Btaa 500 G) und Bild C zeigt gut
ausgepragte Mikrovilli mit LAngenwachstum (Inkubatimit Serum 500 G).

3.3.4.2 Immunhistochmie

Wie oben erwahnt wird Zytokeratin-3 von differenza, nicht aber von undifferenzierten
Zellen des Hornhautepithels exprimiert. Daher warn\terwendung dieses Markers fur die

Beurteilung, ob eine Zelle Differenzierungsmerkmal&wies oder nicht pradestiniert.
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Bei makroskopischer Betrachtung fixierter 96-Lodhtfén zeigte sich eine
unterschiedliche Farbung der einzelnen Lochplat#dmefungen. MitMinimalmedium
inkubierte Zellen erschienen insgesamt intensivefarpt als solche, die mBSS oder
NaCl inkubiert wurden. Serumpréparate, verdinntMiitimalmedium oderNaCl waren
intensiver gefarbt als Plasmapraparate. Serumbalingl mitMinimalmedium verdinnte
Préaparate fuhrten demnach zu einer besseren Aaisdifierung der Zellen als die Ubrigen
Diluentien oder plasmahaltigen Produkte. Innerhdéy Gruppen Serum und Plasma
konnte kein Unterschied zwischen Praparaten, di®@ G bzw. 3000 G zentrifugiert
wurden, gefunden werden (Abb. 18). Die negative tkile (PBS) zeigte wie erwartet
keine, Differenzierungsmedium als positive Kongausdifferenzierte Zellen.

Die quantitative Auswertung der immunhistochemiscbiatersuchung auf Zytokeratin-3-
positive Zellen durch mikroskopische Zellzahlunghrté zu nicht objektivierbaren
Ergebnissen. Dies lag zum einen an der subjekfameschatzung, welche Zellen noch als
gefarbt bewertet wurden. Das gréRere Problem war di@ inhomogene Verteilung der
Zellen in der Lochplattenvertiefung, die zu einerofgen Schwankungsbreite der
Ergebnisse, abhangig von der zufélligen Auswahl des Zellzahlung eingestellten
Mikroskopausschnittes bedingt war. Wegen diesehat#chen Probleme wurde dieser

methodische Ansatz nach Vorversuchen nicht weggioigt.
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Abb. 18 Differenzierungsversuch auf einer 96-Loeltel mit zytokeratin-3-positiven

Zellen von sechs Probanden
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4  Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte in einem inwifellkulturmodell die epitheliotrophe
Wirksamkeit unterschiedlicher Blutprodukte, um Epiplingen fir die optimierte
Herstellung von Préparaten zur topischen BehandiwamgDefekten der Augenoberflache
zu geben.

Es konnte gezeigt werden, dass Plasma- und Serparpté sich stark in ihrer
wundheilungsférdernden Wirkung unterscheiden. Seréparate waren Plasmapraparaten
in Dosis-Wirkungs-, Zeit-Wirkungs-, Migrations- unDifferenzierungsversuchen klar
Uberlegen. Bei der Serumherstellung kommt es zuin@eng und Aktivierung der
vorhandenen Thrombozyten und damit zur Abgabe vachstumsfaktoren in das Serum.
Die fur die Wundheilung entscheidenden Faktorend sin den o-Granula der
Thrombozyten enthalten. Durch Degranulation werden der Initialphase der
Wundheilung diese Wachstumsfaktoren freigeseta.I&@ken durch chemotaktische und
chemokinetische Wirkung Entzindungszellen (Makrgeima Neutrophile und
Lymphozyten) in die Wunde und durch mitogene Widkliommt es zur Proliferation von
Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen und Kedyten. Die Verwendung von
Serumpraparaten war deutlich wachstumsférderlialsedie von Plasma, was sich auch in
den rasterelektronischen Aufnahmen widerspiegelte.

Aber nicht nur der Art des Blutproduktes kommt egmel3e Bedeutung zu, sondern auch
die Herstellungsparameter haben einen entscheiddaidduss auf die Wirksamkeit. Mit
3000 G zentrifugiertes Serum war proliferationséiraler als mit 500 G zentrifugiertes
Serum. Das gleiche Ergebnis wurde bei Plasmapreduggefunden. Demnach fuhrt die
scharfere Zentrifugation sowohl bei Serum- als abel Plasmapraparaten zu einer
erhdhten epitheliotrophen Kapazitat. Schonendetrihggiertes Plasma enthielt signifikant
mehr Thrombozyten als Serum; die nach der Zentmifog verbleibenden
Thrombozytenreste in Plasmapraparaten konnten eofédliche Wirkung auf das
Wachstum der Kornealzellen haben. Andere Autordpehabereits vermutet, dass die
thrombozytdren Membranreste, wie sie insbesondereplatichenreichem Plasma
vorliegen, eine vermehrte Apoptose induzieren Pasma (500G) war das Blutprodukt
mit den schwéachsten Wachstumsraten inkubierter &arellen, was diese Annahme

stutzt. Ein Einfluss, der von in Plasma befindlich&ythrozyten ausgeht ist
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unwahrscheinlich, da diese durch die Zentrifugatvmitestgehend entfernt wurden. Die
Verwendung von Plasma zeigte in allen Versuchersediéirbeit, gegeniiber Serum-
produkten, eine nur schwache wachstumsfordernde ki auf inkubierte
Hornhautepithelzellen. Die Empfehlung zur Verwernglwon Plasmaprodukten fir die
Produktion von Serum-Augentropfen kann daher arsediéStelle nicht ausgesprochen
werden.

Ebenfalls kommt der Wahl des Diluens eine ents@meld Bedeutung zu. Die Inkubation
mit Minimalmedium fihrt zu einer deutlicheren Pretationsforderung der Kornealzellen
als die Verdinnung mit NaCl oder BSS. Die stark hgagms- und migrationsférdernde
Wirkung von Minimalmedium verwundert nicht, da assatze wie Insulin, EGF und FGF
enthalt. Minimalmedium eignet sich theoretisch agstbn, um nach Zugabe von Serum
die Proliferation und Migration einer Zellkultur zunterstitzen. Da es jedoch fur die
Anwendung am Menschen nicht zugelassen ist, setitsprechend der Ergebnisse zur
Verdinnung von Serum am besten BSS oder 0,9 % Na@lendet werden. Beim
Vergleich vonNaCl undBSSzeigte sich, dass die Verwendung von NaCl alsdbiguvon
Serumpraparaten das Wachstum der Zellen nichtfiigni besser unterstiitzte als BSS.
BSS besitzt eine bessere Pufferkapazitat als Na@lwird daher auch in der klinischen
Routine z. B. als intraokulare Spullésung verwerjééi.

Um Erklarungsansatze fur den Einfluss der Herstgbparameter auf die epitheliotrophe
Kapazitat zu erhalten, wurden mogliche relevantbalisstoffe der verschiedenen
Blutpraparate gemessen. Im  Folgenden werden die ertbitiede der
Praparatzusammensetzungen und deren moglicheru&sn#éiuf die Versuchsergebnisse
diskutiert.

Epitheliotrophe Faktoren, wie EGF, Substanz P, mita A und Fibronektin tragen zur
Erhaltung oder zur Wundheilungsreaktion von Hornd Bindehautepithelien bei [25].
Fehlen diese Proteine, z. B. im Rahmen eines semwv@irdnenmangels, ist die
Regenerationsfahigkeit der Augenoberflache kompitaarti Es kénnen
Oberflachendefekte entstehen und bis zum sterileornivhutulkus fortschreiten.
Pharmazeutische Produkte kénnen bis heute dieedipittophe Funktion der Tranen nicht
substituieren. Fibronektin, EGF und FGF wurden dakiisch zur Therapie von
Epitheldefekten getestet, aber da die Effektividér einzelnen Wirkstoffe und ihre

Stabilitat zu gering waren, haben sie sich bisdaight in den therapeutischen
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Standardkonzepten etablieren kdnnen [16, 37]. Aufdrder vermuteten epitheliotrophen
Bedeutung von Wachstumsfaktoren in Blutpraparateio)gte die Messung des Gehaltes
von Gesamtprotein, EGF, PDGF, T@§-Fibronektin, Vitamin A und E.

In keinem anderen Praparat waGF-f, in so hoher Konzentration vorhanden wie in
Plasma (500 G), daher stiitzen meine Ergebnissescleon in der Literatur genannten
Mechanismus, dass TQk- konzentrationsabhéngig die Bildung von Kolonien in
Zellkulturen von peripherem Hornhautepithel inhrhieKruse et al. fanden &hnliche
Ergebnisse, die eine dosisabhangige Inhibition lddr6FH, nachweisen konnten [35].
Allerdings ist die Wirkung von TGB- sehr differenziert zu betrachten, da sie
konzentrationsabhangig hemmend und férdernd semm.k&GF$ ist in der Lage die
intrazellulare Synthese von TGFselbst zu stimulieren, sodass bereits geringe é\ert
Serum die Gesamtkonzentration und den Differenagsgrad &ndern kdnnen. So zeigte
die Inkubation der Zellen mit Plasma (3000 G) benm &¥erdinnungen mit BSS und NacCl
keine  Uberzeugenden  Ergebnisse, die auf eine ktmazdensabhangige
proliferationsfordernde Wirkung von TQF- schliel3en lassen, obwohl sich in diesem
Praparat am wenigsten T@k-befand. Dieses Praparat lieferte nur bei der andiig
mit Minimalmedium bessere Ergebnisse, sodass arstezh@on einem positiven Effekt
durch das Diluens auszugehen ist.

EGF war in Serumpraparaten, welche wachstumsfordemedezn als Plasmapréparate, in
hoherer Konzentration vorhanden als in Plasmapa#@ar Andere Autoren verweisen
ebenfalls auf die Férderung von Proliferation uniféfdbenzierung durch EGF [7, 32, 54,
56]. Das Protein konnte in Plasma (3000 G) nuraringer Konzentration nachgewiesen
werden. Diese war um zwei Zehnerpotenzen niedridgerin allen anderen Praparaten.
Dennoch fuhrte die Inkubation der Zellen mit Plagf8a00 G) in Dosis-Wirkungs- und
Zeit-Wirkungsversuchen nicht zu den geringsten iferationsraten, daher ist die
Anwesenheit von EGF in Zellkulturen isoliert betrset kein Proliferationsgarant.

PDGF wird sowohl in kornealen Epithelzellen, als aucliKeratozyten und Endothelzellen
exprimiert, unterstttzt die Proliferation und inderz die Migration dieser Zellen [23, 30].
In den Untersuchungen war im Praparat mit der ohastien Proliferationsférderung
(Serum 3000 G) die hochste PDGF-Konzentration vfordan. Auch Imanishi und andere
Autoren hielten fest, dass PDGF eine starke pralilensférdernde Wirkung hat [26, 28],
was die Untersuchungsergebnisse bestatigen. Allgsdbleibt festzuhalten, dass die

Inkubation der Zellen mit Plasma (3000 G) zumegstdere Ergebnisse hervorbrachte als
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Plasma (500 G) und dennoch mit Abstand die niewriB®GF-Konzentration besal3. Eine
reine Proliferationsférderung durch PDGF wird daggt. relativiert.

Die Forderung der Zelldifferenzierung der Augend@Behenepithelien durch Vitamin A
ist bekannt und wird teilweise durch Reduktion détGF-Rezeptoren in
Bindehautepithelzellen vermittelt. Die Konzentrago vonVitamin A und E waren
signifikant hoher in Serum- als in Plasmapraparatginsichtlich der Zellproliferation
erzielten die Serumprdparate auch bessere Ergebumilss die Plasmapréaparate. Die
Untersuchungen stitzen die These des positivenluBsgfs von Vitamin A auf die
epitheliotrophe Kapazitat, da Retinol in Serumpragen in erhdohter Konzentration
vorkommt. Vitamin A scheint eine modulierende Rolile der Proliferation von
Kornealzellen zu spielen, die sowohl inhibierensl alch proliferationsférdernd sein kann
[33, 34].

Die Konzentration der Proteine EGF, PDGF, Vitamin#d E in den untersuchten Proben
scheint von der Koagulation abzuhangen. Es fingét im Serumpréaparaten ein deutlich
hoherer Anteil dieser Proteine, die fast alle pecditions-, differenzierungs- und
migrationsfordernd sind [32, 38, 44, 56]. Der Grufid den starken Einfluss der
Koagulation auf die Proteinkonzentration in dendaiden konnte beispielsweise fir EGF
und PDGF in deren Speicherung in Thrombozyten ureds€tzung aus diesen bei der
Koagulation liegen [24].

Bei Fibronektin, einem disulfidhaltigen Glykoprotein, liegen di@izentrationen in den
jeweiligen Préaparaten im Mittel nah beieinandandsaber in Serumpraparaten in héherer
(nicht signifikanten) Konzentration vorzufinden. InMigrationsversuch, bei dem
Fibronektin die wichtigste Rolle als migrationsférddes Protein spielen soll, konnte
wegen fehlender Zelladh&sion am Gefaliboden vonPhagma inkubierten Zellen kein
Vergleich der Ergebnisse von mit Serum inkubier#gilen erfolgen, da es bei der
Fixierung plasmainkubierter Zellen zur Ablosung vdaefallboden kam [43]. Serum
scheint die Zelladh&sion glnstig zu beeinflusseas wndglicherweise zu der etwas
hoheren Fibronektinkonzentration, welche die Zéiésmion stimuliert, in Serumpraparaten
passen wirde [40]. Der letztendliche Grund fir flighe Ablosung der Zellen vom
GefalRboden bei Verwendung von Plasmapraparatedeodrixierung bleibt unklar. Der
Grund fur die schlechtere Zelladhasion muss in degsammensetzung plasmabhaltiger
Produkte liegen. Moglich sind toxische Einflisseeodder verminderte Gehalt an

zelladhasionsstimulierenden (z. B. Fibronektin, duaikerol) Proteinen.
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Bei der Inkubation der Kornealzellen mit Serumprapen war vor allem die Wahl des
Diluens entscheidend. Ein signifikanter Unterschiedder Migration zwischen den mit
Serum (500 G) und Serum (3000 G) inkubierten Zdtlestand nicht; zudem bestand kein
signifikanter Unterschied in der Fibronektinkonzation zwischen 500 G und 3000 G-
Préaparaten, sodass die Frage gestellt werden mingspbronektin ein ausschlaggebender
Faktor fur die Migration der Zellen darstellt odsy vielmehr die Wahl des Diluens die
Migrationsfahigkeit der Zellen bestimmt.

Die Gesamtproteinkonzentration der Proben war in plattchenarmen Praparaten redber
in plattchenreichen, was als Zeichen der erhéhteauratisierung von zellularen
Blutbestandteilen bei scharferer Zentrifugation gaet werden konnte. Plasma enthielt
unter den plattchenarmen Praparaten eine hoheteikonzentration als Serum. Dies
konnte der Grund fur die schlechtere epithelioteoplapazitat von Plasmaprodukten sein.
Da die Proteinkonzentration in plattchenarmen P#mséparaten hoher ist, kénnten
vermehrt inhibierende Proteine oder toxisch wirler&ubstanzen in diesen Produkten
enthalten sein, die zu einer verminderten epithrelphen Kapazitat fuhren. Welche
Proteine dies sein konnten, bleibt vorerst ungéklar

Letztendlich kann keine sichere Aussage daribeagktrwerden, ob die unterschiedliche
epitheliotrophe Kapazitat hauptsachlich in den cesilenen Konzentrationen der in
dieser Arbeit gemessenen Wachstumsfaktoren begruisie zum anderen ist zu
diskutieren, ob es einen Schwellenwert fur die ggmmeen Proteine gibt, die erst ab einer
bestimmten Konzentration zu einer Erhohung derhepdtrophen Kapazitat fuhren, wie
zum Beispiel bei TGB.. Denkbar ist auch die Wirkung (inhibierend oder
proliferationsférdernd) nicht gemessener Faktorgelche die Ubrigen in dieser Arbeit
gemessenen Bestandteile in ihrer Wirkung UbertmeffBariber hinaus wére eine
komplexe Wechselwirkung der Wachstumsfaktoren eirtander denkbar, die mit den
bisher durchgefiihrten Versuchen nicht erklart werdsnn.

In Bezug auf eine Beeinflussung der Ergebnisseldden Geschlechtsunterschied zeigten
sich insgesamt wenige Hinweise. Bei der AnalyseRleteinkonzentrationen konnte fir
Vitamin A in Serumpraparaten ein deutlich héheregh&@t bei Mannern festgestellt
werden, der aber nicht zu einer signifikanten Katien zwischen Retinol und
Zellwachstum fuhrte. Auch andere Autoren bestatiden erhohten Wert an Retinol bei

mannlichen Probanden [12].
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In Serum von Mannern konnten signifikant hohere t&/@on Fibronektin als bei Frauen
gemessen werden. Die Fibronektinkonzentrationeenvarer mehr als doppelt so hoch als
bei Frauen. Nelson berichtet in seiner Arbeit Gbesitive Effekte topisch verabreichten
Fibronektins, welches u. a. die Zellmigration untée dAdhdsion an Kunststoffen
unterstitzen soll [40, 65]. Die erhéhten Werte @rugnproben kénnten ein Grund fur das
gute Migrationsverhalten von mit Serum inkubier#ailen beim Migrationsversuch sein.
Um eine Aussage Uber den Einfluss des Geschlentdeken zu kbnnen, miussten weitere
Untersuchungen durchgefuhrt werden, da in diesemms¢@ nur Proben von zwei
Probanden genutzt wurden und somit keine gescleesgdzifische Aussage zur
Verfligung steht.

Fur die Herstellung von Plasma wurde das Vollblu ¥Yrobanden zur Antikoagulation in
mit Zitratpuffer angereicherte Einmalcontainer idblert. Um eine eventuelle Toxizitat des
als Antikoagulationsmittel eingesetzten Zitratesszaischlie3en, wurde zunéchst die
Wirkung von Zitratpuffer auf das Zellwachstum gdpri Mit steigender
Zitratkonzentration konnte kein wachstumshemmefmdtgkt nachgewiesen werden. Das
Zellwachstum ist aber bei Verdinnung mit NaCl, B&8d Minimalmedium in
Abhangigkeit von der Zitratkonzentration untersdhigh. Es miusste in weiteren
Experimenten geklart werden, welcher Effekt der Wgaiemsférderung zugrunde liegt und
wie grol3 ihr Einfluss auf das Ergebnis ist. Einee§dr ware, dass Zitrat aufgrund seiner
Pufferwirkung einen positiven Effekt auf die Pretiition von Kornealzellen ausuibt.
Unverdinntes Serum zeigte in Dosis-Wirkungsversaicgtets schwache Wachstumsraten
der inkubierten Hornhautepithelzellen, eine Verdimpauf 12,5 - 25 % stellte sich als
optimal heraus. Eine Begrindung fir die besseregh@mtrophe Kapazitdt von
verdinntem Serum konnte die konzentrationsabhangfigeung von Wachstumsfaktoren
sein, wie sie z. B. bei TGF-besteht [35]. Wie oben bereits genannt, kann PBGF-
konzentrationsabhangig hemmend und foérdernd seia. TEFf3-Konzentrationen der
Serumpraparate waren niedriger als im Plasma (50@v&s als eventueller Hinweis flr
die teils besseren Resultate von Serumpraparateutget werden kdnnte. Bei einer Dosis
von 25 % wurden die besten Ergebnisse im Dosis-Wgkversuch erzielt, was einer
TGFf,-Konzentration <0,5 ng/ml entspricht, die Kruseaktals proliferationsférdernd
beschreibt [35].

Der Vorteil der Verwendung von verdinntem Serumdwirereits bei den klinischen

Studien Tsubotas erwéahnt, der eine 1:5 Verdiinnenddr Behandlung des trockenen
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Auges beim Sjogren-Syndrom erfolgreich einsetzté].[ennoch berichteten andere
klinische Studien auch mit unverdinntem Serum #hslungserfolge, so z. B. De Souza
mit unverdiinntem Serum bei der Therapie von pé&ststden Epitheldefekten. Die
mittlere Defektdauer konnte hier deutlich reduziestrden. Auch Poon und Geerling
hatten mit unverdinntem Serum in der Wundheilurfigl&18, 48], allerdings sind diese
klinischen Studien z. B. aufgrund der verschiedeRatientenkollektive und zum Tell

durch das Fehlen von Kontrollkollektiven nur schweteinander vergleichbar.

4.1  Empfehlungen fir ein standardisiertes Produktionsvefahren zur Herstellung

von Serum-Augentropfen zur Therapie der Augenoberfiche

Die Experimente legen nahe, dass Augentropfen aigenBlut zur Therapie bei
Augenoberflachenerkrankungen nicht aus Plasma,esoralis Serum hergestellt werden
sollten. Qualitatskontrollierte Plasmaprodukte sk®ine sinnvolle Alternative zu der
deutlich arbeitsintensiveren Herstellung von awgela Serum.

Als Diluens wirde sich Minimalmedium am besten emgnda es aber fir die klinische
Anwendung keine zu verwendende Alternative istdvadaher die Anwendung von NacCl
empfohlen.

Eine hohe Zentrifugalgeschwindigkeit des Vollblutbes der Serumherstellung hat positive
Auswirkungen auf Proliferation, Migration und Difémzierung der Kornealzellen und
fuhrt zur sauberen Abtrennung von korpuskuléarentdBetteilen. Andere Autoren haben
bereits vermutet, dass zum Beispiel thrombozytaeenbtranreste, wie sie insbesondere in
plattchenreichem Plasma vorliegen, eine vermehpigpfose induzieren [9].

Auch wenn die Ergebnisse von in vitro Untersuchungeder Regel nur eingeschrankt auf
die Kklinische Situation zu tbertragen sind, ersuhes vor dem Hintergrund der klinisch
bereits als deutlich unterschiedlich beschriebeigfolge der Therapie mit Serum-
Augentropfen sinnvoll, zunadchst die Produktionshgdngen fur Blutpraparate zu
standardisieren, bevor prospektive randomisierit@skhe Studien den Stellenwert dieser

Therapieform evaluieren kbnnen [19]. Diese Arbegfelrt hierfir eine Empfehlung.
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Zusammenfassung

5  Zusammenfassung

Augentropfen aus Blutpraparaten stellen eine Mbgkt zur Behandlung von
Augenoberflachenerkrankungen dar. lhre Hersteliahbislang nicht standardisiert, daher
wurde der Einfluss der Zentrifugalkraft, Gerinnurgjs und des Diluens auf die
epitheliotrophe Kapazitat von Blutprodukten anhaiges Zellkulturmodells untersucht.
Aus Vollblut von zehn Probanden wurden Serum- uladr@aproben hergestellt und mit je
500 bzw. 3000 G zentrifugiert. Die in Plasma- urefuthproben enthaltenen Proteine
EGF, PDGF, TGH,, Fibronektin und Vitamin A und E und die
Gesamtproteinkonzentration der Préparate wurdeneg®en. In Dosis-Wirkungs- und
Zeit-Wirkungs-Experimenten wurden Kulturen humaner immortalisierter
Hornhautepithelzellen mit den Serum- und Plasmagedpn, verdinnt mit serumfreiem
Medium, BSS oder NaCl, inkubiert und der zellul&k&P-Gehalt als Maf3 fur die
Zellproliferation bestimmt. Die Ausdifferenzierungr Zellkulturen wurde sowohl mittels
Rasterelektronenmikroskopie als auch mit immunbistoischer Untersuchung
(Zytokeratin-3) untersucht, die Migration mittelsspersions-Kolonie-Assay quantifiziert.
Bei der Gesamtproteinbestimmung hatten mit 3000 e@trifugierte Praparate einen
hoheren Proteinanteil als mit 500 G zentrifugidPt®dukte. Plasma (3000 G) enthielt
auffallig wenig EGF, PDGF-AB und TGp;. Die Konzentrationen von EGF, Fibronektin,
Retinol und Tokopherol waren in Serumprodukten ifiggnt hoher als in
Plasmaprodukten.

Die Zellproliferation wurde in abnehmender Reihdgdoam besten durch Inkubation mit
12,5-25%ig verdinntem Serum (3000 G), Serum (500P&)sma (3000 G) und Plasma
(500 G) unterstitzt. Auch Differenzierung und Migra wurden durch Serum- besser als
durch Plasmapraparate geférdert. Die besten Erggdrwurden durch Verdinnung der
Praparate mit Minimalmedium erzielt. Der biocherhesc Charakter von Serum-
Augentropfen wird durch die Wahl der Parameter @emg und Zentrifugalkraft
beeinflusst. Die Verwendung einer hohen Zentrifluget bei der Herstellung von Plasma
bzw. Serum erhoht die epitheliotrophe Kapazitat Bariprodukten, moglicherweise durch
Beseitigung von Thrombozytenresten. Plasma ist lgaeigneter Ersatz zu Serum-
Augentropfen. Die Produktion von Serum-Augentropgetite im Hinblick auf die Dauer
der Gerinnung und das zu verwendende Diluens weapgimiert und standardisiert

werden, bevor klinische Studien zu ihrer Effekavidurchgefuhrt werden.
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7 Anhang

Laborgerate

Anthos Reader 2001 (Anthos Labtecs Instrumentzb8ad)

Biotest Elisa Washer Il (Biotest Diagnostics, Diehen)

Co2- Inkubator MCO-17Al (Sanyo, Japan)

Digitalkamera DSC-S75 (Sony, Japan)

Feinwaage BP 121 S - OCE, elektronisch (Sartori@s @ottingen)
Gasbrenner Gasprofi 1 Micro (WLD - Tec, Gottingen)
Gefrierschrank Ultra low temperature- freezer, MDR2086S (Sanyo, Japan)
Labormikroskop Axiovert 25 (Zeiss, Jena)

Okular mit Gitternetzlinien, E-Pl 10x/20 Br (Zeiskna)
Luminometer Rosys Anthos Lucy 3 Version 1.2 (Anthabtec Instruments,
Salzburg, Osterreich)

Magnetriihrer MR 3002 (Heidolph, Kelheim)
Membran-Vakuumpumpe (KNF Neuberger GmbH, Freiburg)
Pasteur-Pipetten zum Einmalgebrauch, Ladnge 150nass@] Libeck)
Pipettboy accu (Integra Biosciences GmbH, Fernwald)
Schittelwasserbad Thermomix 1420 (Braun, Melsungen)

Sterile Werkbank Gelaire, BSH 4A, Fa. Nicotra (Mita Italien)
Sterilisator Sano Clav, Typ ST- MCS- 203 (Fa. WBHd Uberkingen)
Thermomix 1420 (B.Braun Melsungen AG, Melsungen)

Zentrifuge Varifuge 3.2 RS (Heraeus Sepatech Gnidterode)
Zentrifuge Biofuge primo (Heraeus Instruments, Hgna

HPLC Analage B von Merck/ Hitachi:

Interface: D-7000 Interface (Merck/ Hitachi)

Pumpe 1: HPLC-Pumpe Bischhoff [isokratische Pumpe]

Pumpe 2: L-6200A Intelligent Pump (Merck/ Hitacfiiederdruckgradientenpumpe]
Detektor: L-4500 Diode-Array Detektor
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Laborbedarf

0,5 ml Reaktionsgefal3e mit Deckel (NeoLab, Heidglpe

0,5 ml Reaktionsgefalie mit Deckel (NeoLab, Heidgpe

1 ml Einmalspritzen (Becton Dickinson, Heidelberg)

15 ml Polypropylene Conical Tube (Falcon, Heidedper

15ml ,konisches Gefal3, aus Polypropylen (Falcoijétieerg)

20 ml Einmalspritzen, sterilisiert (Becton DickimsdHeidelberg)

24-Loch Zellkulturplatten (Nunc, Roskilde/DK)

50 ml Polypropylene Conical Tube (Falcon, Heidedper

6-Loch Zellkulturplatten (Nunc, Roskilde/DK)

96-Loch Zellkulturplatten Microtest (Falcon, Heidetq)

Blutbildautomat GenS Haematology Analizer (Fa. Beak Coulter,Krefeld)
Einwegflaschen 25, 50, 100, 250, 500ml ,Duran“ @thVainz)

Filtereinheit 0,2 um, steril ( Schleicher & Schuegssel )

Filtereinheit Minisart (Sartorius, Gottingen)

Microtest Zellkulturplatten, 96 Vertiefungen, Fléddden mit Deckel fir geringe
Verdunstung (Falcon, Heidelberg)

Monovette 8,5 ml (Sarstedt, NUmbrecht)

Monovette 8,5 ml (Sarstedt, Nurmbrecht)

Netzmikrometer 12,5 x 12,5 mm(Zeiss, Jena)

Neubauer Zdhlkammer 0,1 mm Tiefe (Zeiss, Jena)

Nunc - Immuno - Plate Poly Sorp - Surface, whitdaze (Nunc, Roskilde/DK)
Pipette Reference 100 - 1000ul (Eppendorf, Hamburg)

Pipettenspitzen, 1 - 10 pl, 10 - 100 pl, 100 - 1Q00Greiner, Nurtingen)
Puderfreie Einmaluntersuchungshandschuhe aus Matisdhuklatex (Hartmann,
Serologische Pipette 10 ml (Nunc, Roskilde/DK)

Serologische Pipette 10 ml (Nunc, Roskilde/DK)

Serologische Pipette 5 ml (Nunc, Roskilde/DK)

Serologische Pipette 5 ml (Nunc, Roskilde/DK)

Silikonzylinder Flexiperm Micro 12 (Viva Scienceftingen)

Thermanox - Zellkultureinséatze, 13 mm Diameter (&URoskilde/DK)

Thermanox Zellkultureinsatze 13mm (Nunc, Roskild€/D
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Trypan Blue Stain 0,4 % (Gibco, Karlsruhe)
Zellkulturflaschen (Greiner, Nurtingen)

Testkits

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories GmbHinghen)

ELISA fur humanes EGF (R&D Systems, Minneapolis)

ELISA fir humanes VEGF (R&D Systems, Minneapolis)

ELISA fur humanes PDG-AB (R&D Systems, Minneapolis)

ELISA fur humanes Fibronektin (Chemicon internaéipimemecula, U.S.A.)
ELISA fur humanes TGIB, (Bender MedSystems GmbH Wien, Austria)
Zellextraktions- und Lumineszenz-Kit: DCS TCA L{{eCS Innovative, Hamburg)

Chemikalien und sonstige Reagenzien

2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol (Merck - Schuckhiatdohenbrunn)
Albumin, bovines (Sigma, Steinheim)

Aluminiumkaliumsulfat (Merck, Darmstadt)
Antibiotikum/Antimykotikum 100X liquid (Gibco, Grahlsland, N.Y.)
APAAP- Komplex (Dianova/Immuntech, Marseille)

Aquatex (Merck, Darmstadt)

Benzalkoniumchlorid (Haltermann, Workington, GraBdrnien)

CaCl (Merck, Darmstadt)

Chloralhydrat (Merck, Darmstadt)

Chloroform (Merck, Darmstadt)

Choleratoxin (Sigma, Steinheim)

Citronensaure (Merck, Darmstadt)

Cytokeratin 3 (ICN, Aurora/Ohio/USA)

Definiertes KSFM (Gibco, Grand Island, N.Y.)

Definiertes KSFM mit Wachstumsfaktorzusatz (GibGoand Island N.Y.)
Dimethylsulphoxid [DMSO] (Sigma, Steinheim)

EGF (Sigma, Steinheim)

Fetales Rinderserum (Gibco, Grand Island, N.Y)

Glutaraldehyd (Fluka, Buchs/Schweiz)
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Glycergel (DAKO, Carpenteria/ CA/USA)

Ham’s F12 (Biochrome, Berlin)

Hamalaun nach Mayer: Hamatoxilin, Natriumjodat, Alaiumkaliumsulfat,
Chloralhydrat, Zitronenséaure (Merck, Darmstadt)
Hamatoxylin (Merck, Darmstadt)

Hydroxyurea (Sigma, Steinheim)

Insulin (Sigma, Steinheim)

Intraokulére Spullésung, BSS (Chauvin, France)
Kollagen Typ | (Sigma, Steinheim)

Levamisole (Sigma, Steinheim)

Maus - Immunoglobine (DAKO, Glostrup/DK)

MEM Eagle (Gibco, Grand Island, N.Y.)

Methanol (Fisher Scientific, Loughborough, GB)
Natriumchlorid (Merck, Darmstadt)

Natriumjodat (Merck, Darmstadt)
Natriumsalz-Trihydrat (Merck- Schuckhard, Hohenlrun
N-Dimethylformamid (Merck, Darmstadt)

New Fuchsin (Sigma, Steinheim)

Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt)

PBS (Oxoid, Hampshire, GB)

Schweineserum (DAKO, Glostrup/DK)

Sodiumnitrit (Sigma, Steinheim)
Trishydroxymethylaminomethan (Merck, Darmstadt)
Trypan Blau (Gibco BRL, Grand Island, USA)
Trypsin/EDTA (Biochrom AG, Berlin)
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04/2001 — 11/2005
09/2002

09/2004

10/2004 -09/2005
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11  Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

APAAP Alkalische Phosphatase anti-alkalischedphatase
AT Augentropfen

ATP Adenosintriphosphat

BAC Benzalconiumchlorid

bFGF basic fibroblast growth factor

bzw. beziehungsweise

BSS Balanced Salt Solution

ce” Calcium

CO, Kohlendioxid

DMSO Dimethylsufoxid

Dpt Dioptrien

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGF Epidermal Growth Factor

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
FGF Fibroblast Growth Factor

GFP Gefrorenes Frisch Plasma

HGF Hepatocyte Growth Factor

HPLC High Performance Liquid Chromatography
kDa Kilodalton

KFSM Keratinocyte Serum Free Medium
MAX Maximum

Mg** Magnesium

MIN Minimum

Min. Minute

NaCl Natriumchlorid

O, Sauerstoff

0. 0. oben genannt

PBS Phosphate Buffered Saline

PDGF platelet derived growth factor

STABW Standardabweichung
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Tab. Tabelle

TGF Transforming growth factor
USA United States of America
z. B. zum Beispiel
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