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Direktor: Prof. Dr. med. M. Seyfarth

Epitheliotrophe Kapazität von Serum -
und Fruchtwasser auf immortalisierte

Korneaepithelzellen
– Eine In- vitro- Studie –

Inauguraldissertation

zur

Erlangung der Doktorwürde

der Universität zu Lübeck

– Aus der Medizinischen Fakultät –

vorgelegt von

Birgit Frank

aus Staaken
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1 Einleitung

1.1 Die Augenoberfläche

Die Augenoberfläche, bestehend aus Kornea und Konjunktiva, bildet mit der Tränen-

flüssigkeit eine funktionelle Einheit. Die Kornea ist aus folgenden 5 Schichten aufge-

baut: Epithel, Bowman- Membran, Stroma, Descemet- Membran und Endothel. Die

Durchsichtigkeit der Hornhaut ist durch die Avaskularität, die regelmäßige Anordnung

der Kollagenfibrillen und durch den relativ niedrigen Wassergehalt von nur 75 % be-

dingt [38]. Bei Epithelschädigungen oberhalb der Basalzellschicht erfolgt die Regenera-

tion des Epithels innerhalb von Stunden bis Tagen durch die Basalzellen des Epithels.

Sind bei einer Epithelschädigung die Basalzellen mitbetroffen, so erfolgt die Regenera-

tion langsamer vom Limbus her, da hier die Stammzellen als “Reservoir” angesiedelt

sind. Die Zerstörung der Stammzellen bei Verletzungen, z.B. nach Verätzung, führt

zu gravierenden Heilungsstörungen mit Überwachsung von Bindehaut auf die Kornea.

Endotheldefekte hingegen können nur durch Ausbreitung benachbarter, intakter Endo-

thelzellen geschlossen werden.[17]

Die Konjunktiva ist eine dünne, durchsichtige Schleimhautschicht, die über der Sklera

liegt und aus mehrschichtigem Zylinderepithel und Bindegewebe besteht. Sie besteht

aus drei Anteilen: Conjunctiva tarsi, Fornix conjunctivae und Conjunctiva bulbaris.

Im Zylinderepithel befinden sich zahlreiche Becherzellen, deren Schleim die Haftung

des Tränenfilms auf der Korneaoberfläche bewirkt. Daneben gibt es die akzessorischen

Krause- Drüsen im konjunktivalen Bindegewebe, die für die basale Tränenproduktion

zuständig sind. Außerdem können neben den Becherzellen noch andere Zellarten im

und unter dem Epithel, wie Lymphozyten und Langerhans Zellen, vorliegen.[17]

1.2 Ernährung der Augenoberfläche

Der Nährstoffbedarf der Kornea erfolgt zu 90 % durch das Kammerwasser. Damit wird

vor allem der Bedarf an Glukose, Elektrolyten und Aminosäuren abgedeckt. Für den

Aufbau und die Erhaltung der Augenoberfläche sind zusätzlich noch höhermolekulare

Proteine wie Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, PDGF, TGF-ß) und Fibronektin nötig.

Diese erreichen die Augenoberfläche mit Hilfe des wässrigen Tränenanteils. Dadurch
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1. Einleitung

wird die Proliferation, Migration und Differenzierung der Epithelien von Kornea und

Konjunktiva unterstützt. Die Energie für diese Zellaktivitäten wird aus Adenosin Tri-

phosphat (ATP) gewonnen. Die ATP- Synthese erfolgt durch den aeroben Glukoseab-

bau. Hierfür ist die Glukose aus dem Kammerwasser und der durch die Zellschichten

hindurch diffundierende Sauerstoff aus der Luft essentiell. Das die Zelladhäsion beein-

flussende Fibronektin wird aus dem Plasma durch erhöhte Permeabilität der Konjunk-

tivalgefäße bereit gestellt.

Die Erhaltung eines normalen Epithels der Augenoberfläche mit normalem Wachstum

ist nicht nur von der Bereitstellung von Wachstumsfaktoren abhängig, sondern auch

von einer adäquaten Menge an Vitamin A. Vitamin A- Mangel kann zur Veränderung

der Augenoberfläche führen, im Sinne einer Keratinisierung und Aufweichung der Zell-

Zell- Kontakte [60]. Bei Mangelernährung der Augenoberfläche können Metaplasien des

Oberflächenepithels entstehen, welche durch die Zerstörung der Stammzellen zur Re-

generationsunfähigkeit des Epithels und darauf mit folgender Überwachsung mit Bin-

dehaut führen können. Der Hauptgrund für diese Mangelernährung ist die nicht ausrei-

chende Produktion von Tränenflüssigkeit, das Syndrom des trockenen Auges [22],[47].

1.3 Zusammensetzung und Funktion der Tränen

Die Produktion und gleichmäßige Verteilung der Tränenflüssigkeit ist unabdingbar

für ein gesundes Oberflächenepithel. Tränen säubern und ernähren die Augenober-

fläche und machen sie für Bulbus- und Lidbewegungen gleitfähig. Tränen bestehen

aus Elektrolyten, Proteinen, Wachstumsfaktoren, Vitaminen, Aminosäuren, Glukose

sowie Wasser, Mukus und Lipiden [43]. Die Proteine der wässrigen Tränenfilmphase

beeinflussen die Lipidschicht und ihre biomechanischen Eigenschaften [65], z.B. das

Tränen- Lipocain, das die Oberflächenspannung der Träne senkt. Der von den Becher-

zellen produzierte Mukus sorgt für die Haftung der Tränenflüssigkeit am Kornea- und

Konjunktivaepithel sowie für die Auswaschung von Epitheldetritus und toxischen Ele-

menten. Die Lipidschicht, die von den Meibom’schen Drüsen produziert wird, schützt

vor der Verdunstung der Tränen [47]. Außerdem werden proliferationsfördernde, an-

tiapoptotisch wirkende und die epitheliale Wundheilung fördernde Faktoren von den

Tränendrüsen sezerniert. Zu diesen Faktoren zählen unter anderem Neuropeptide wie

Substanz P und Wachstumsfaktoren wie epidermaler Wachstumsfaktor (EGF). Im Rah-

men entzündlicher Prozesse werden zusätzlich Proteasen, Lactoferrin, Serum- IgA sowie

weitere Immunglobuline und Komplementfaktoren in die Träne abgegeben. Diese Fak-

toren bewirken gemeinsam eine Opsonisierung und Phagozytose von Mikroben durch

Makrophagen und Lymphozyten. Dadurch hat die Tränenflüssigkeit nicht nur benet-

zende und mechanisch reinigende, sondern auch epitheliotrophe und antimikrobielle
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1. Einleitung

Tränen Serum

pH 7,4 7,4
Osmolarität (mOsm) 298 296
EGF (ng/ml) 0,2- 3,0 0,5
TGF- ß (ng/ml) 2- 10 6- 33
Vitamin A (mg/ml) 0,02 46
Fibronektin (µg/ml) 21 205

Tabelle 1.1: Vergleich der biochemischen Eigenschaften von unstimulierten Tränen und Serum [23];

EGF: epidermal growth factor, TGF-ß: transforming growth factor beta

Eigenschaften [28]. In ihrer Zusammensetzung ähneln Tränen dem Serum wie Tabelle

1.1 verdeutlicht.

Obwohl es einige Unterschiede zwischen Serum und Tränen gibt, da Serum z.B. EGF,

TGF ß1 und Fibronektin in höheren Konzentrationen aufweist, wird Serum als auto-

loges Tränenersatzmittel in klinischen Studien zur Behandlung einer schweren Sicca

Symptomatik und bei persistierenden Korneaepiteldefekten genutzt.

1.4 Erkrankungen der Augenoberfläche

Die Symptome der Keratokonjunktivitis sicca bestehen aus brennenden, geröteten und

übermäßig tränenden Augen und Fremdkörpergefühl. Starke Schmerzen, auf Grund

der ausgeprägten sensiblen Innervation der Kornea können ebenfalls hinzukommen.

Die Keratokonjunktivitis sicca ist eine nichtinfektiöse Keratopathie, bei der eine Be-

netzungsstörung von Binde- und Hornhaut besteht. Histologisch liegt eine vermin-

derte Tränenproduktion im Rahmen bestimmter Systemerkrankungen wie rheumati-

scher Arthritis und Sjögren Syndrom oder im Rahmen von atrophen bzw. destrukti-

ven Veränderungen der Glandulae lacrimales vor. Eine weitere Ursache liegt in einer

veränderten Zusammensetzung des Tränenfilms. Die Tränenfilmzusammensetzung kann

sich durch Vitamin A- Mangel, Medikamente, z.B. Ovulationshemmer, oder durch Um-

welteinflüsse wie Smog ändern. Dies führt zum vorschnellen Aufreißen des Tränenfilms,

wodurch die Hornhautaustrocknung verursacht wird. Diagnostiziert wird die Kerato-

konjunktivitis sicca über die Anamnese und klinische Untersuchung. Der Patient gibt

starke Beschwerden bei meist geringen klinischen Befunden an. Bei der Untersuchung

fällt die verkürzte Tränenfilmaufrisszeit von < 5 Sekunden, normal > 10 Sekunden,

auf. Desweiteren imponieren bei der Spaltlampenuntersuchung die dilatierten Binde-

hautgefäße und die perikorneale Injektion. Zusätzlich ist an der unteren Lidkante kein

Tränenfilmmeniskus nachweisbar, wodurch das Unterlid die Bindehaut in lidkanten-

parallelen Falten vor sich her schiebt, sogenannte Lipkofs. Im Schirmer- Test lässt sich
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1. Einleitung

eine pathologisch geringe Tränensekretion nachweisen. Nach Einlegen eines Lackmus-

papierstreifens in den Bereich des temporalen Unterliddrittels des Bindehautsacks für

5 Minuten wird dieser durch die Tränenflüssigkeit nur < 5 mm verfärbt, physiolo-

gisch Werte sind > 15 mm. Im Tränenfilm findet sich zäher Schleim und kleine Fäden,

ausgehend von oberflächlichen Epithelläsionen. Diese Epithelläsionen lassen sich mit

Fluorescein oder mit Bengalrosa anfärben. Die Therapiemöglichkeiten bestehen einer-

seits aus der Gabe von Tränenersatzmitteln, je nach Schwererad der Erkrankung mit

unterschiedlicher Viskosität und andererseits aus dem Verschluss der Tränenpünktchen

mit Punctum Plugs. Diese sollen helfen einen besseren Tränenstau zu erreichen, um so

der Austrocknung der Augen entgegen zu wirken. In schweren Fällen können die Punc-

ta lacrimalia auch chirurgisch verödet werden. Die Prognose ist unter der Therapie gut,

da eine Progression verzögert werden kann, allerdings ist eine Heilung nicht möglich

[43]. Autologe Serum- Augentropfen (Serum- AT) werden bei der Keratokonjunktivitis

sicca als Therapie versucht, wenn es zu schwer heilenden Epithelläsionen gekommen

ist. Serum- AT hatten in In- vitro- Studien sowie in klinischen Studien eine die Pro-

liferation und Migration von Korneaepithelzellen unterstützende Wirkung [18]. Diese

Ergebnisse konnten dann in klinischen Studien nachvollzogen werden [23], [82], [83].

Diese Effekte werden auch bei der Behandlung von persistierenden Epitheldefekten,

z.B. schlecht heilenden Hornhautulzera, genutzt. Unter einem Ulkus wird eine lokale

Entzündung von Haut oder Schleimhaut mit in die Tiefe gehendem Substanzverlust

verstanden. Es kann auf verschiedene Weise entstehen. Bei Infektionen wird es meist

durch Bakterien oder Viren, seltener durch Pilze verursacht. Die häufigsten Erreger

sind Staphylococcus aureus, Pneumokokken und Pseudomonas aeruginosa. Sie drin-

gen durch Epithelläsionen in die Kornea ein und bilden ein Geschwür mit typischem

Leukozytenring. Durch die ringförmige Ausbreitung bedingt, trägt es auch den Namen

Ringulkus. Meist ist das Ulkus mit einer Eitersammlung in der Vorderkammer (Hypo-

pyon) sowie mit Gefäßeinsprossung durch die Entzündung verbunden. Die klinischen

Symptome zeichnen sich durch Bindehautrötung, Lichtscheuheit, Schmerzen und Lid-

krampf (Blepharospasmus) aus. Das Ulkus und Hornhautinfiltrat sind makroskopisch

oder mit der Spaltlampe als Trübung sichtbar, besonders gut nach Anfärbung mit

Fluorescein oder Bengalrosa. Mögliche Komplikationen des Ulcus corneae sind Horn-

hautperforation, Hornhautverdünnung mit Ausbildung einer Descemetozele, Leukom,

Hornhautstaphylom oder Narbenbildung auf der Oberfläche. Die Therapie des Ulkus

besteht in der Applikation von Antibiotika- AT. Bei intraokularer Reizung, Zellen in der

Vorderkammer und Hypopyon, sollte der Ziliarkörper und die Iris durch Atropintropfen

in therapeutischer Mydriasis ruhig gestellt werden. Ist der Gewebedefekt großflächig

oder heilt er schlecht, kann eine Deckung mit Bindehaut des Patienten oder mit Am-

nionmembran aus Plazenta notwendig sein [43]. Dies führt in der Regel zur schnellen

Heilung, aber es bleiben Narben zurück. Bei Descemetozele oder bereits perforiertem
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1. Einleitung

Ulkus ist eine Notkeratoplastik “Keratoplastik à chaud” indiziert [43]. Ulzera können

auch durch Reibung bei zu lang getragenen oder verschmutzten Kontaktlinsen entste-

hen. Im Alter ist die zunehmende Abwehrschwäche ein verstärkender Faktor, ebenso

wie die Austrocknung der Hornhaut bei bestehendem Ectropium senile, einer Schwäche

des Bindegewebes, wodurch das Unterlid nach außen unten absinkt.

1.5 Zusammensetzung und Funktion von Fruchtwasser

Wurde eine Eizelle befruchtet, wird sie von der Ampulla tubae durch Zilienschlag der

Flimmerzellen des Tubenepithels in den Uterus transportiert. Dort kommt es dann

zur Implantation der Eizelle. Dies geschieht ab dem 6. Tag nach der Befruchtung. Bei

Kontakt der Blastozyste, bestehend aus Trophoblast und Embryoblast, mit dem En-

dometrium wandeln sich die Trophoblastzellen in Synzytiotrophoblasten um. Das En-

dometrium verändert sich nach vollständiger Implantation zur Decidua graviditatis, so

dass es zu keiner weiteren Menstruation und damit zur Erhaltung der Schwangerschaft

kommt. Während der Implantation erfolgt neben den Differenzierungen der Tropho-

blasten die Bildung von Amnioblasten aus dem Ektoderm. Diese Amnioblasten bilden

am 9. Entwicklungstag das Amnion aus einschichtigem, kubischem Amnionepithel, das

die Amnionhöhle umschließt.

Das Amnionepithel hat vor allem in der Frühphase der Schwangerschaft, durch akti-

ve Sekretion, einen großen Anteil an der Entstehung von Fruchtwasser. Desweiteren

regelt das Amnionepithel den pH-Wert des FW. Zur Produktion von FW trägt auch

der mütterliche Organismus durch Transsudation von Flüssigkeit aus dem mütterlichen

Serum bei. Mit fortschreitender Schwangerschaft nimmt der Fetus zunehmenden Ein-

fluss auf die FW- Bildung und ebenso auf die Volumenkontrolle des Fruchtwassers.

Mit beginnender Nierenfunktion wird der fetale Urin ins FW abgegeben und gegen

Schwangerschaftsende werden zunehmende Mengen vom Feten geschluckt und von sei-

nem Gastrointestinaltrakt resorbiert. So besteht bei physiologischer Entwicklung ein

dynamisches Gleichgewicht zwischen der Neubildung und der Resorption von Frucht-

wasser. Untersuchungen haben gezeigt, dass gegen Schwangerschaftsende zwischen 30

und 50 Prozent des Fruchtwassers stündlich erneuert und dabei 3,5 l pro Stunde zwi-

schen fetalem und mütterlichem Organismus ausgetauscht werden.

Die Zusammensetzung von Fruchtwasser ist, aufgrund der FW- Bildung durch Mut-

ter und durch den Feten, interindividuell verschieden. Es hat einen Proteingehalt

zwischen 0,2 und 7 g/l [78], [81] und enthält in unterschiedlichen Mengen Glukose.

Der Glukosegehalt verringert sich mit fortschreitender Schwangerschaft. In der 15. bis

18. Schwangerschaftswoche schwankt er zwischen 12 bis 69 mg/dl [77]. Weitere In-

haltsstoffe sind Harnstoff, Laktat, Kreatinin, Bilirubin,Wachstumsfaktoren, Fibronek-

tin,Vitamine, Proteohormone und Steroidhormone sowie Zellen. Bei den Zellen können
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1. Einleitung

Amnionzellen, fetale Epidermiszellen sowie Epithelzellen des fetalen Verdauungs-, Res-

pirations- und Urogenitaltraktes unterschieden werden. Der pH- Wert des Fruchtwas-

sers liegt bei 7,0 und es hat ein spezifisches Gewicht von 1007 - 1025 g/l. Bis zur 36.

Schwangerschaftswoche nimmt die Menge des Fruchtwassers zu. Es umgibt den Em-

bryo bzw. Feten und hat neben einer nutritiven vor allem eine protektive Funtkion.

Es ermöglicht der Frucht die nötige Bewegungs- und Entwicklungsfreiheit und schützt

gegen Außeneinflüssen wie Temperatur oder mechanischen Irritationen wie Traumata

und Druck [78], [73], [72].

1.6 Idee/ Entstehung der Arbeit

Bei der Behandlung von Augenoberflächenerkrankungen werden verschiedenste Sub-

stanzen eingesetzt, von künstlichen Tränenersatzmitteln über Amnionmembran der

Plazenta bis hin zu autologen Serum- Augentropfen. Dies zeigt, wie intensiv an der

bestmöglichen Therapie geforscht wurde und wird. Dabei liegt der Schwerpunkt auf der

Entwicklung von Tränenersatzmitteln, die nicht nur gute Gleit- und Feuchtigkeitseigen-

schaften besitzen, sondern sich auch dadurch auszeichnen, dass sie die Proliferation und

Migration der Korneaepithelzellen unterstützen. Dies sollen sie in dem Maße, dass auch

Läsionen, bei denen die Basalzellschicht des Epithels defekt ist, zur Abheilung gelangen

und dauerhaft verschlossen bleiben. Nach heutigem Stand der medizinischen Wissen-

schaft werden diese Anforderungen bisher von autologen Serum- AT am besten erfüllt.

Da bereits Amnionmembran zur Defektdeckung großer, schwer heilender Kornea- und

Konjunktivadefekte eingesetzt wird und dabei nicht nur eine Defektdeckung erreicht,

sondern gleichzeitig ein Heilungsanreiz bietet [49], [8], lag die Überlegung nahe, dass

Fruchtwasser, das in engem Kontakt zur Amnionmembran steht, eventuell ebenso ei-

ne wundheilungsfördernde Wirkung auf die Kornea haben könnte [10]. Folgerichtig

berichtete im Mai 2006 Ashley Behrens von vielversprechenden Ergebnissen bei der

Verwendung von Fruchtwasser- AT im American Journal of Ophthalmology unter dem

Titel “Use of Topical Human Amniotic Fluid in the Treatment of Acute Ocular Alkali

Injuries in Mice” [29]. Es konnte gezeigt werden, dass Fruchtwasser, ohne signifikan-

ten Unterschied ob es aus der 16. - 18.(Gruppe 1 der Studie) oder 36.- 38.(Gruppe 2

der Studie) Schwangerschaftswoche gewonnen wurde, in den ersten sieben von 14 Be-

handlungstagen nach alkalischem Verätzungstrauma der Kornea an Mäusen, zu einer

signifikant besseren Wundheilung mit Reepithelialisierung führte als die Behandlung

mit isotoner Salzlösung, p ≤ 0, 017. Es konnte für beide FW- Gruppen eine Abnahme

des Epithelschadens von 0,5 Pixeleinheiten (SD: 1,03) in Gruppe 1, p ≤ 0, 012 im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe und 0,83 Pixeleinheiten (SD: 1,69) in Gruppe 2, p ≤ 0, 017

im Vergleich zur Kontrollgruppe, ermittelt werden. Bei der Gruppe 3 dieser Studie, die

mit isotoner Salzlösung inkubiert wurde, wurde dagegen eine Zunahme des Epithel-
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1. Einleitung

schadens um 0,83 Pixeleinheiten (SD: 1,09) ermittelt. Die Unterschiede zwischen der

Gruppe 1 und 2 waren nicht statistisch signifikant [29]. Ebenso signifikant besser war

der Effekt beider HAF- Gruppen bezüglich der Opakizität der Kornea im Vergleich mit

isotoner Salzlösung. Eine klinische Anwendung erfolgt bis jetzt nicht.

Im Fruchtwasser wurden unter anderem Inhaltsstoffe gefunden wie im Serum, z.B.

Glukose, TGF-ß, Fibronektin, Proteine und Vitamin A und so stellt sich die Frage,

ob sie in ihrer Konzentration eine ebensolche Wirkung haben wie im Serum. Glukose

ist, wie schon beschrieben, der Hauptenergielieferant für ATP- abhängige Zellvorgänge

wie Zellwachstum und Zellteilung. Fibronektin ist ein Glykoprotein, das unter ande-

rem in Basalmembranen vorkommt und eine wichtige Funktion bei der Migration und

Zell- Adhäsion einnimmt, da es in der extrazellulären Matrix eingelagert ist und als

Adhäsionsmolekül fungiert. EGF wirkt als Protein in der Signalkette bei der Einleitung

der Mitose verschiedenster Zellen mit und ist somit für die Proliferation unabdingbar.

Die Funktion von Vitamin A wird bisher vor allem bei der Genexpression und in der

Stabilisierung von Zellmembranen gesehen. Vitamin A (All-trans-Retinolsäure und die

9-cis-Retinolsäure) bindet an Retinolsäurerezeptoren und Retinoid-X-Rezeptoren und

bildet dadurch Heterodimere. Diese Heterodimere widerum binden an Regulationsre-

gionen der Chromosomen. Die Bindung dieses Heterodimer- Komplexes ermöglicht die

Regulation der Gentranskription und beeinflusst so die Synthese verschiedener Proteine

und der damit verbundenen Zelldifferenzierung [46]. Wachstum und Ausbreitung von

Zellen ist nur bei intakter und stabiler Zellmembran möglich. Dabei darf natürlich nicht

vergessen werden, dass es sich hierbei um ein Zusammenspiel diverser Faktoren handelt

und eine eindeutige Zuordnung der Ergebnisse zu einem Faktor nicht möglich ist. Dies

liegt an der oftmals nicht vollständig aufgedeckten isolierten Wirkung einzelner Stoffe,

wie beispielsweise EGF, TGF-ß und Vitamin A sowie in ihrem nicht völlig geklärtem

Zusammenspiel untereinander. Da humanes Fruchtwasser bisher noch nicht im Ver-

gleich zu den schon klinisch eingesetzten Serum- AT an humanen Korneaepithelzellen

untersucht wurde, entstand die Idee humanes Fruchtwasser an humanen Korneaepithel-

zellen in einem in- vitro Modell zu testen. Hierbei sollten nun ausgesuchte Inhaltsstoffe,

die Proliferations- und Migrationseigenschaften sowie das Zelltodverhalten vergleichend

untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Serumgewinnung

150 ml Vollblut wurde, nach Aufklärung und Einwilligung, von 10 gesunden Freiwil-

ligen im Alter von 22 bis 41 Jahren, nach sorgfältiger Hautdesinfektion mit Cutasept

durch Venenpunktion der Vena Cubiti, in Sarstedt Monovetten 9 ml gewonnen. Nach

Ablauf der spontanen Gerinnung über zwei Stunden bei Raumtemperatur, wurden die

Proben bei 1812g für 15 Minuten zentrifugiert und anschließend das Serum unter steri-

len Bedingungen aliquotiert. Die Aliquots lagerten bis zur Verwendung bei -70◦C in 1,5

ml Micro-Tubes. Alle verwendeten Materialien, Chemikalien und Geräte sind in den

Tabellen 6.12 - 6.14 aufgeführt.

2.2 Fruchtwasserproben

Die Fruchtwasserproben wurden durch das Institut für Humangenetik der Universität

zu Lübeck zur Verfügung gestellt. Es handelte sich um den Überstand von Proben, die

routinemäßig zur humangenetischen Untersuchung eingesandt wurden. Der nicht mehr

benötigte Rest, der sonst verworfen worden wäre, von 20 Proben, im Mittel 7 ml, wurde

anonymisiert und zufällig ausgewählt für diese Untersuchung zur Verfügung gestellt.

Die Aufbewahrung der Fruchtwasser- Aliquots erfolgte bei -36◦C. Zur jeweiligen Probe

wurde durch das Institut für Humangenetik lediglich das Alter der Schwangeren (im

Mittel 38 ± 2 Jahre) sowie die Schwangerschaftswoche (15 ± 1,3 Wochen) bei Entnah-

me mitgeteilt.

2.3 Zellkulturmodel

Im Zellkulturmodell wurde die humane Hornhautepithelzelllinie RCB1384 (Riken Cell

Bank, Ibaraki; Japan) verwendet. Diese Zelllinie wurde durch Immortalisierung von

primären Zellen mittels SV- 40- Adenovirus- Vektor gewonnen und zeigt weitgehend

die Eigenschaften einer normalen Korneaepithelzelle [2]. An den RCB1384- Zellen wur-

de der Effekt von Serum und Fruchtwasser auf die Proliferation, Migration und Zyto-

toxizität in Dosis- und Zeitwirkungsexperimenten untersucht. Die Zellen wurden bei
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5 % CO2, 95 % O2 und 37◦C mit 1:1 Ham’s F12 und MEM unter Zusatz von 25 nM

HEPES Puffer, 5 % fötalem Rinderserum, 1,12 % Antibiotikum/ Antimykotikum, 0,01

% EGF, 0,22 % Insulin und 0,01 % Choleratoxin kultiviert [2], [47]. Das Kulturmedium

wurde alle 48 bis 72 Stunden ausgetauscht und die Zellen bei Konfluenz mittels 0,5 %

Trypsin- EDTA im Verhältnis 1:3 passagiert [28].

2.4 Verwendete Medien

2.4.1 Nährmedium Shem X

Shem X wurde als Zellkulturnährmedium verwendet, da es eine für diese Zellen opti-

mierte Zusammensetzung aufweist [47]. Es besteht aus Ham’s F12 Medium und Mi-

nimal essential Medium (MEM) im Verhältnis 1 : 1 mit 25 ml HEPES. Desweiteren

enthält es hitzeinaktiviertes 5% Fetal Bovine Serum (FBS), Penicillin 100 IU/ml; Strep-

tomycin 100 µg/ml, Insulin 5 µg/ml, Choleratoxin 0,1µg/ml, sowie Epithelial growth

factor (EGF) 10 ng/ml. Das Shem X Medium wurde nach Herstellung steril filtriert.

Nach der Filtration ist das Medium bei 4◦C einen Monat lang haltbar.

2.4.2 Minimalmedium

Minimalmedium wurde zur Vorbereitung der Zellen vor der Inkubation mit den Test-

substanzen verwendet. Es besteht aus Ham’s F12 Medium und MEM zu gleichen Teilen

sowie aus Bovine Serum Albumin (BSA) und 1 Prozent Penicillin/ Streptomycin.

2.4.3 Hydroxyurea- Medium

Es besteht aus dem Nährmedium Shem X, dem 200 µM Hydroxyurea hinzugefügt

wurde.

2.5 Proliferation: ATP- Assay

Zuerst erfolgte die Gewinnung von Zellen aus einer bis zur Konfluenz bewachsenen Zell-

kulturflasche der Größe 250 ml. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal

mit 5 ml PBS gewaschen und das PBS danach ebenfalls abgesaugt. Nun erfolgte die

Zugabe von 1,5 ml Trypsin- EDTA um die Zellen vom Boden der Kulturflasche zu

lösen. Die im Medium befindlichen Zellen wurden in ein 15 ml Röhrchen pipettiert und

bei 1500 rpm 5 min zentrifugiert und der Überstand danach vorsichtig abgesaugt. Das

übrig gebliebene Zellpellet wurde in 1 ml Shem X gelöst und die Zellen wurden gezählt.

Für die Zellzählung wurden 50 µl der Zellsuspension mit 50 µl Trypan blau in einem 1,5
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ml Reagenzröhrchen gemischt und danach in einer Neubauer Zählkammer gezählt. Mit

der Zellzahl konnte das zur Aussaat benötigte Volumen der Zellsuspension berechnet

werden. Danach erfolgte die Aussaat von 3000 Zellen in 200 µl Shem X in 96- Loch Zell-

kulturplatten. Es folgte eine Inkubation bei 37◦C und 5 % CO2 bis zu einer Konfluenz

von 30 %. Dann folgte eine Inkubation mit Minimalmedium für 24h. Danach wurden

die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschließend mit Serum und Fruchtwas-

ser in den Verdünnungen 100, 50, 25, 12,5, 6,25 und 0 % jeweils über 6, 24 und 48h

inkubiert. Jede Probe wurde als Triplikat aufgetragen. Die Verdünnungen wurden mit

Balanced Salt Solution (BSS) hergestellt und die 0 % ige Konzentration bestand aus

reiner BSS. Als Negativ- Kontrolle wurde einprozentiges Benzalkoniumchlorid und für

die Positiv- Kontrolle das Medium Shem X verwendet. An den jeweiligen Endpunkten

erfolgte der ATP- Assay mit ATPLiteTM - M. Die Testsubstanzen wurden abgesaugt,

die Zellen einmal mit PBS gewaschen und jede Vertiefung mit 100 µl PBS angefüllt.

Dazu wurde pro Vertiefung 50 µl Mammalian Cell Lysis Solution hinzu gegeben. Es

folgte eine 20- minütige Inkubation auf einem Orbital- Rüttler bei 200 Umdrehungen

pro Minute. Danach lagerten die Zellkulturplatten bei -70◦C bis zur ATP- Messung.

Dies diente der Gleichbehandlung aller Kulturplatten. Zur ATP- Messung wurden die

Platten langsam aufgetaut und 50 µl des in der Vertiefung befindlichen Zellextraktes

wurden in weiße unbehandelte 96-Loch Platten pipettiert. Dazu wurde 25 µl Luciferin-

Luciferase Substrat Lösung zugegeben und 5 min bei 200 Umdrehungen pro Minute

auf dem Rüttler inkubiert, anschließend folgte eine weitere 10- minütige Inkubation

auf dem Rüttler, nun aber lichtgeschützt. Es folgte die Messung der Lumineszenz mit

dem ELISA Messgerät Infinite F200. Die relative ATP-Biolumineszenz entspricht dem

prozentualen Zellwachstum, da sie direkt proportional zur Zellzahl ist und wird mit

folgender Formel berechnet [27], [28].

Test−MI
MO−MI

x 100 = ATP- Biolumineszenz in Prozent

“MO” ist der Mittelwert der ATP- Biolumineszenz der Posotiv- Kontrolle, “MI” der

Mittelwert der Negativ- Kontrolle und “Test” ist die ATP- Biolumineszenz der Zellkul-

turen mit den Testsubstanzen. Pro Proband wurde ein Mittelwert aus dem Triplikat

ermittelt und aus diesen Mittelwerten wurde widerum ein Mittelwert für die Substanz

bei der jeweiligen Konzentration berechnet.

2.6 Migration: Kolonie Dispersions- Assay

Die Migration der Epithelzellen wurde mittels Kolonie Dispersions- Assay quantifiziert.

Dazu erfolgte zuerst die Beschichtung der 6- Loch- Kulturplatten mit Kollagen Typ VII

vom Rattenschwanz. Das Kollagen wurde als 0,01 % ige Lösung mit 0,1 M Essigsäure
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hergestellt und in jedes Loch 730 µl Kollagenlösung eingefüllt. Zur gleichmäßigen Ver-

teilung des Kollagens inkubierten die Platten bei 37◦C, 5 % CO2 und 95 % 02 über

4h. Danach trockneten sie über Nacht unter dem Gebläse der Werkbank. Es folgte die

Sterilisation unter UV- Licht für 6h. In die so beschichteten 6- Loch-Platten wurden

pro Loch 3- 4 sterile Silikonzylinder platziert. In diese Zylinder wurden 20000 Zellen in

200 µl Shem X gesäht und bis zur volständigen Konfluenz inkubiert. War die Konfluenz

erreicht, wurde die Proliferation der Zellen durch eine 24- stündige Inkubation mit 150

µl Hydroxyurea- Medium gehemmt. Nach einmaligem Waschen mit PBS folgte eine

Inkubation über 24 h mit Minimalmedium. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Sili-

konzylinder vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette entfernt und jedes Plattenloch dreimal

mit PBS gewaschen. Nach dem Waschvorgang erfolgte der Probenauftrag. Die Zellen

wurden mit 10 Serum- und 10 FW- Proben in 100, 50 und 25 prozentiger Konzen-

tration für 24, 48 und 96 h inkubiert. Die Verdünnungen wurden mit BSS hergestellt.

Bei Inkubationsende wurde 90 % iges Methanol für 10 min zur Fixierung der Zell-

kulturrasen aufgetragen und anschließend mit Hämatoxylin über 30 min gefärbt. Das

überschüssige Hämatoxylin wurde mit PBS in mehreren Waschvorgängen entfernt. Zur

Flächenbestimmung der Zellrasen wurden die einzelnen Löcher aus einer definierten

Entfernung von 16,5 cm mit der Minolta Dimage F200 Kamera, Japan, bei stärkstem

Zoom, Funktion “Makro” und ohne Blitz in dem Menü “Auto” fotografiert. Pro Pro-

band wurde ein Mittelwert aus dem Triplikat der Zellrasenfläche ermittelt und aus

diesen Mittelwerten wurde widerum ein Mittelwert für die Substanz bei der jeweiligen

Konzentration berechnet. Die Schwankungsbreite wurde als “Standard Error of the

Mean” (SEM) dargestellt.

2.7 Zelltod: Apoptose- Assay

Als Apoptose Assay wurde der Cell Death Detection ELISA PLUS Version April 2006

der Firma Roche verwendet. Dieser Assay wurde an einer humanen Lymphomzelllinie

U937(ATCC CRL 1593) und dem Topoisomerase I- Inhibitor Camptothecin entwi-

ckelt und erprobt. Vor dem eigentlichen Versuchsbeginn wurde in Vorversuchen die

für die Zellaussaat nötige Zellzahl ermittelt. Anhand der gemessenen Absorptionswerte

zeigte sich, dass die Versuche mit der Aussaat von 5000 Zellen pro Loch und einer

48 h Inkubation vor dem eigentlichen Probenauftrag optimal durchzuführen sind. Die

Testsubstanzen wurden in unverdünnter, in 50 % und 6,25 % iger Konzentration unter-

sucht. Dieser Assay bietet gleichzeitig die Möglichkeit Material für eine LDH- Messung

zu gewinnen, da LDH als Nekroseindikator genutzt werden kann. Die Zellgewinnung

erfolgte wie bei dem ATP- Assay, ebenso die Zellzählung. Danach wurden 5000 Zellen

pro Well in 96 iger Loch Platten ausgesät. Nach der Aussaat und Inkubation über

48h bei 37◦C und 5 % CO2 mit Shem X wurde das Medium vorsichtig abgesaugt.
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Anschließend wurde 150 µl Probenmaterial der verschiedenen Konzentrationen in die

einzelnen Vertiefungen pipettiert. Die Zellen, die für die Negativkontrolle vorgesehen

waren, wurden mit Shem X versetzt. Nach der Inkubation mit dem Probenmaterial er-

folgte die sorgsame Entfernung des Überstands über dem Zellrasen. Dieser wurde in 1,5

ml Eppendorfröhrchen pipettiert und bei 2000 Umdrehungen pro Minute 2 min mit der

Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Danach erfolgte die Übertragung des Überstands in

neue 1,5 ml Eppendorfröhrchen und die Aufbewahrung bei -35◦C bis zur LDH- Mes-

sung. Die zentrifugierten Zellen wurden durch Inkubation in 200 µl Lysis Puffer über 30

min bei Zimmertemperatur resuspensiert und lysiert. Nach Zentrifugation des Lysats

bei 200g für 10 min wurden 20 µl vom Überstand vorsichtig in die mit Streptavidin

beschichtete Mikrotiterplatte transferiert. In jede Vertiefung erfolgte die Gabe von 80

µl Immunoreagenz (aus ELISA Kit) mit anschließender Inkubation der abgedeckten

Mikrotiterplatte bei Zimmertemperatur auf einem Orbital- Rüttler bei 250 Umdrehun-

gen pro Minute für zwei Stunden. Nach dieser Inkubation folgten Waschgänge mit je

250 µl Inkubationspuffer durch den automatischen Wascher. Zu jedem Loch wurden

danach 100 µl ABTS- Lösung (aus ELISA Kit) hinzu gegeben und für 15 min bei 200

Umdrehungen pro Minute inkubiert, bis eine starke Farbentwicklung erkennbar war.

Diese Farbreaktion wurde durch Zugabe von 100 µl ABTS Stop Lösung (aus ELISA

Kit) gestoppt. Die Absorption wurde bei 405 nm gegen ABTS Lösung und ABTS Stop

Lösung als Leerwert gemessen. Als Referenzwellenlänge wurde die Wellenlänge von 490

nm verwendet. Zur Berechnung der Anreicherung wurde der Mittelwert der Absorption

der Probenduplikate gebildet. Danach wurde der Hintergrundwert (Inkubationspuffer

+ ABTS Stop Lösung) von jedem dieser Mittelwerte subtrahiert und die Anreicherung

(Anreicherung ist die Extinktionsabnahme durch die im Zytoplasma gelösten Mono-

und Oligonukleosomen) im Zytoplasma nach folgender Formel analysiert.

mUderProben(sterbende/toteZellen)
mUderNegativkontrollprobe

= Anreicherungsfaktor

“mU” = Absorption (10−3)

2.7.1 LDH- Messung – Nekrose

Für die LDH- Messung wurde der während des Apoptose- Assays gewonnene Zellkul-

turüberstand, der bei -35◦C lagerte, verwendet. Dieser besteht aus dem Probenmaterial,

mit dem inkubiert wurde sowie aus toten, abgelösten HCE- Zellen. Damit es nicht zu

einer Verfälschung der Werte durch LDH kam, das von vornerein im Serum und im

Fruchtwasser vorhanden war, wurde außerdem in allen nativen Serum- und Fruchtwas-

serproben der LDH- Gehalt gemessen. Die LDH- Messung erfolgte mit dem vollauto-

matischen Photometer Aeroset. Die Messung des LDH erfolgt indirekt am Verbrauch
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eines geeigneten chromogenen Substrates, in diesem Fall Nicotinamidadenindinukleo-

tid (NADH). Dafür wird die von LDH katalysierte, Reaktion von Pyruvat + NADH +

H+ zu Lactat und NAD+ genutzt. Der NADH- Verbrauch wird aus der Extinktionsab-

nahme bei einer Wellenlänge von 340 nm gemessen und entspricht der Konzentration

an LDH. Die Einheit ist U/l = Volumenaktivität (µmol(Substrat)/(min*l)). Die Werte

der Nativproben wurden dann nach einzelner Probenzugehörigkeit als Hintergrundwert

von den LDH- Konzentration aus den Überständen subtrahiert.

2.8 Inhaltsstoffbestimmung in Serum und Fruchtwasser

2.8.1 EGF, TGF- ß1, Fibronektin

EGF

Die EGF- Bestimmung wurde mit dem Quantikine Human EGF ELISA der Firma

R und D Systems durchgeführt. Dafür wurden zuerst die einzelnen Reagenzien nach

Anleitung präpariert und die Proben ebenso vorbereitet. FW wurde dabei wie Urin be-

handelt, so dass die FW- Proben bei der Probenvorbereitung 200- fach mit Kalibrator-

Diluent RD5E und die Serumproben mit Kalibrator- Diluent RD6N 20 fach verdünnt

wurden.

Die Durchführung begann für die Serumproben mit der Auftragung von Assay- Diu-

luent RD1-6 (ELISA Kit) in jede benötigte Vertiefung der 96- Loch Mikrotiterplatte.

Danach konnte mit der Probenauftragung im Duplikat begonnen werden. Bei der Mes-

sung von FW- Proben wurde gleich mit dem Schritt der Probenauftragung im Duplikat,

inklusive Standard und Negativkontrolle, begonnen. Der weitere Ablauf war für beide

Substanzen gleich. Es folgte eine zweistündige Inkubation bei Zimmertemperatur. Da-

nach wurde mit einem automatischem Waschgerät der Firma Tecan die Platte dreimal

mit 400 µl Waschpuffer gewaschen. Nun wurde pro Loch 200 µl EGF- Konjugat (ELISA

Kit) hinzu gegeben und die Serumproben zwei Stunden, die FW- Proben eine Stunde

bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurde obiger Waschvorgang wie-

derholt. Dann erfolgte pro Loch die Zugabe von 200 µl Substratlösung (ELISA Kit)

für 20 min. Während dieser Inkubation musste die Platte vor Licht geschützt werden.

Durch Hinzufügen von 50 µl Stop- Lösung (ELISA Kit) wurde die Reaktion gestoppt,

was an dem Farbumschlag von blau zu gelb ersichtlich war. Die Messung der Absorp-

tion mit dem Tecan ELISA Messgerät geschah innerhalb einer halben Stunde bei einer

Wellenlänge von 450 nm. Als Referenzwellenlänge wurden 540 nm gewählt.

Zur Berechnung der Konzentration an EGF war die Berechnung des Mittels der bei-

den Werte pro Probe notwendig, von dem die Werte der Leewertkontrolle subtrahiert

wurden. Nun konnte anhand der Standardkurve die Konzentration abgelesen werden,

wobei für jedes Verdünnungsmittel eine eigene Standardkurve gezeichnet werden muss-
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te. Der abgelesene Wert wurde dann mit dem Verdünnungsfaktor multipliziert, um die

korrekte Konzentration in der Probe zu erhalten.

TGF- ß1

Die TGF- ß1- Analyse wurde mittels Quantikine Human TGF- ß1 ELISA durchgeführt.

Damit TGF- ß1 im Serum und im Fruchtwasser überhaupt messbar war, mussten die

Proben vorher aktiviert werden. Die Probenaktivierung erfolgte nach Anleitung mit 1

mol/l HCl in 10 min Inkubation und der anschließenden Neutralisierung mit 1,2 mol/l

NaOH/ 0,5 mol/l HEPES. Bei den Fruchtwasserproben erfolgte die Durchführung des

Assays sofort, die Serumproben wurden noch mit Kalibrator- Diluent RD5-26 20- fach

verdünnt. Der erste Schritt war die Zugabe von 50 µl Assay- Diluent in jedes benötigte

Loch der Mikrotiterplatte. Dabei war für die Serumproben das Assay- Diluent RD1-73

und für FW das Diluent RD1-21 (ELISA Kit) zu benutzen. Der dann folgende Ablauf

des Assays war für die Serum- und FW- Proben gleich. Es wurden 50 µl der entsprechen-

den Testsubstanzen, der Standards und der Negativkontrolle, alles im Duplikat, aufge-

tragen und bei Raumtemperatur über zwei Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte

ein vierfacher Waschvorgang mit 400 µl Waschpuffer (ELISA Kit) durch das automa-

tischen Waschgerät. Am Ende des Waschvorgangs wurde der Waschpuffer abgesaugt

und die verbliebene Restflüssigkeit vorsichtig ausgeklopft. Der nächste Schritt war die

Zugabe von 100 µl TGF-ß1 Konjugat (ELISA Kit) in jede Vertiefung mit anschlie-

ßender Inkubationszeit von zwei Stunden, ebenfalls bei Zimmertemperatur. Danach

folgte erneut obiger Waschvorgang. Darauf wurden 100 µl der Substratlösung (ELISA

Kit) in jedes Loch gegeben und über 30 min lichtgeschützt inkubiert. Durch Zugabe

von 100 µl Stoplösung (ELISA Kit) wurde die Reaktion gestoppt, sichtbar durch den

Farbumschlag von blau nach gelb. Anschließend, innerhalb von 30 min, wurde die Ab-

sorption bei einer Wellenlänge von 450 nm mit dem ELISA Messgerät gemessen. Die

Referenzmessung erfolgte bei einer Wellenlänge von 540nm.

Zur Berechnung der Konzentration von TGF- ß1 wurde das Mittel der beiden Werte

pro Probe berechnet und die Negativkontrollwerte subtrahiert. Nun konnte anhand der

Standardkurve die Konzentration abgelesen werden, wobei für jedes Verdünnungsmittel

eine eigene Standardkurve gezeichnet wurde. Durch die Multiplikation mit dem Verdün-

nungsfaktor ergab sich dann die korrekte Konzentration der jeweiligen Probe.

Fibronektin

Der Fibronektingehalt der Serum- und FW- Proben wurde mit dem human Fibronek-

tin ELISA BMS2028 der Firma Bender MedSystems nach den Herstellervorschriften

bestimmt.

Zuerst wurde ein zweimaliger Waschvorgang mit 300 µl Waschpuffer (ELISA Kit) durch
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das automatische Waschgerät vorgenommen, bei dessen Ende der Waschpuffer abge-

saugt wurde. Nun wurde in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte für die Standardreihe

und Leerwertereihe 100 µl Assay- Puffer (ELISA Kit) gegeben und in die Löcher für

die Proben jeweils 50 µl. Die Standards, Leerwerte und Proben wurden als Dupli-

kate aufgetragen. Daraufhin konnte nun 50 µl frisch präpariertes Biotin- Konjugat

(ELISA Kit) in jedes Loch gegeben werden. Anschließend folgte eine Inkubation bei

Raumtemperatur für zwei Stunden auf einem Orbital- Rüttler bei 100 rpm. Nach der

Inkubation schloss sich ein dreimaliger Waschvorgang wie zu Beginn an und es wur-

de 100 µl Streptavidin- HRP (ELISA Kit) in alle Vertiefungen hinzugegeben. Danach

wurde wieder bei Zimmertemperatur inkubiert, diesmal für eine Stunde, ebenfalls bei

100 rpm auf dem Rüttler. Ein erneuter dreimaliger Waschgang wie am Anfang schloss

sich an. In dieser Zeit wurde die TMB Substrat Lösung angesetzt und nach dem Wa-

schen davon 100 µl in jedes Loch pipettiert. Es folgte ein lichtgeschützte Inkubation

über 20 min bei 100 Umdrehungen pro Minute auf dem Rüttler bei Raumtemperatur.

Nun erfolgte mit der Zugabe von 100 µl Stopplösung die Beendigung dieser Reaktion,

ersichtlich an dem Farbumschlag nach gelb. Anschließend wurde die Absorption bei

einer Wellenlänge von 450 nm ermittelt. Als Referenz diente die Wellenlänge von 620

nm.

Aus den Werten der Standardreihe wurde eine Standardkurve gezeichnet. Zur Berech-

nung der Konzentration von Fibronektin wurden die beiden Werte pro Probe gemittelt

und die Negativkontrollwerte subtrahiert. Nun konnte anhand der Standardkurve die

Konzentration abgelesen werden. Die korrekte Konzentration ergab sich durch Multi-

plikation der abgelesenen Werte mit dem Verdünnungsfaktor.

2.8.2 Vitamine

Die Bestimmung von Vitamin A und Vitamin E im Serum und im FW erfolgte durch

das Labor des Instituts für Klinische Chemie am UK- SH Lübeck mittels High Pressure

Liquid Chromatography (HPLC). Die Proben wurden vorbereitet, indem eine Proben-

menge von je 260 µl in 1,5 ml Mikrotubes der Firma Sarstedt pipettiert wurden.

Zum Prinzip der HPLC: Die Auftrennung der Stoffe gelingt, da sie sich auf Grund

unterschiedlicher Dichte und Polarität in zwei Phasen unterschiedlich verteilen. Die

mobile Phase bewegt sich an der stationären Phase vorbei und nimmt die gelösten

Stoffe verschieden schnell mit. Bei Austritt aus der Säule können die Stoffe dann mit

geeigneten Detektoren nachgewiesen werden. Vitamin A/E wird zuerst mit ethanolisch-

wässriger Kalilauge verseift und der freigesetzte Vitamin A/ E- Alkohol mit n- Hexan

extrahiert und der Extrakt eingeengt. Der Rückstand wird dann in Methanol gelöst

und stellt damit die mobile Phase dar. Die stationäre Phase ist eine RP-C18- Säule,

wobei das RP für Reversed-Phase steht. Normalerweise ist die Säulenoberfläche po-
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lar und das Eluent eher apolar. Das bedeutet, die Oberfläche der Chromatographie-

Säule ist mit langen Kohlenstoffketten (C18) überzogen und ist damit apolar. Bei einer

RP-C- Säule ist es umgekehrt: als mobile Phase werden polare Flüssigkeiten benutzt,

die Phasen sind also umgedreht (reversed). Als Detektor wird ein UV- Detektor ver-

wendet, der die Absorptionsverringerung durch den lichtabsorbierenden Stoff (Vitamin

A/ E) misst. Der Wert der Absorptionsverringerung wird computergesteuert als Kur-

ve (Chromatogramm) aufgezeichnet und anschließend die Fläche des Analyt- Peaks

im Chromatogramm berechnet. Anhand der Standardkurve erfolgt vollautomatisch die

Konzentrationsbestimmung der Analyte.

2.8.3 Glukose, Albumin, Gesamtprotein

Die Bestimmung von Glukose, Albumin und Gesamtprotein im Serum und im FW

erfolgte durch das Labor des Instituts für Klinische Chemie am UK- SH Lübeck nach

Vorbereitung der Proben. Diese wurden dann per Photometrie durch das vollautomati-

sche Photometer Aeroset analysiert. Die Ergebnisse wurden als Ausdruck ausgegeben.

Das Prinzip der Glukosemessung ist folgendermaßen: D-Glukose wird durch das En-

zym Hexokinase mit Adenosintriphosphat zu D-Glukose-6-Phosphat unter Adenosindi-

phosphat- Bildung phosphoryliert. Die D-Glukose-6-Phosphat wird dann durch das

Enzym Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und NADP+ zu D-Glukonat-6-Phosphat

oxidiert. Das entstehende NADPH wird bei einer Wellenlänge von 340 nm gemessen.

NADPH + H+ ist der D-Glukosemenge äquimolar und kann dadurch zur photometri-

schen Konzentrationsbestimmung von D-Glukose genutzt werden.

Messprinzip der Proteine nach Bradford: Als Reagenz wird Coomassie Brillant Blue

verwendet, das zu der Substratlösung hinzugegeben wird und an die Proteine bindet.

So entsteht ein Farbstoff- Protein- Komplex, der sein Absorptionsmaximum bei ei-

ner Wellenlänge von 595 nm hat. Bei dieser Wellenlänge wird dann die Absorption

gemessen. Freier Farbstoff Coomassie Brillant Blue hat dagegen sein Absorptionsma-

ximum bei einer Wellenlänge von 470 nm, so dass es bei der Messung bei 595 nm

nicht mit erfasst wird. Zur Kalibrierung werden Standardproteine, bezogen auf das zu

untersuchende Protein, genutzt, da andernfalls in einem Proteingemisch keine genaue

Proteinbestimmung möglich ist.

2.8.4 Messung chemischer Eigenschaften

Osmolarität

Die Osmolarität der verwendeten Lösungen (Medien, Serum- und FW- Proben) wurde

mit dem Osmometer bestimmt. Das Gerät misst die Osmolarität in einer Probenmen-

ge von 10 µl im Bereich von 0 bis 2000 mOsm/l. Die Probenmenge wurde in Ep-
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pendorfgefäße blasenfrei pipettiert und die einzelnen Eppendorfgefäße wurden in den

Messteller eingehängt. Das Prinzip der Osmolaritätsmessung beruht darauf, dass der

osmotische Wert den Gefrier- und Siedepunkt einer Lösung beeinflusst. Dadurch ist eine

indirekte Messung über die Bestimmung der Gefrierpunkterniedrigung möglich. Zuvor

muss mittels Standardlösung kalibriert werden. Dazu wird die Probe im Kühlblock des

Osmometers gefroren und die Kristallisationstemperatur gemessen, da diese darüber

Auskunft gibt um wieviel Grad der Gefrierpunkt gesenkt wurde. Die Messung erfolgte

vollautomatisiert und die Ergebnisse wurden als Papierausdruck ausgegeben.

pH- Wert

Der pH- Wert aller genutzten Lösungen (Medien, Serum- und FW- Proben) wurde bei

Zimmertemperatur mittels pH- Meter gemessen. Das pH- Meter hat einen Messbereich

von 0 pH bis 14 pH. Bevor der pH- Wert der Substanzen gemessen wurde, erfolgte

eine Eichung mit Standardlösung bei einem pH von 4,01 und bei einem pH von 7,41.

Die Messelektrode wurde zur Messung in die einzelnen Proben gehalten und danach

mit destilliertem Wasser kurz gespült. Der pH- Wert konnte dann an einem digitalen

Display abgelesen werden.

2.9 Datenauswertung und statistische Methoden

Die Datenauswertung wurde mit Graph Pad Prism 4.0 für Windows XP (Version:

Édition familiale) durchgeführt. Die Überprüfung der Ergebnisse auf Standardnormal-

verteilung erfolgte mit dem Kolmogorov Smirnov Test. Der zweiseitige t- Test für un-

verbundene Stichproben wurde für die Auswertung der Proliferation, Migration und

der Zelltod- Untersuchung zur Signifikanzprüfung verwendet. Als statistisch signifi-

kant gilt p ≤ 0, 05. Die Untersuchung auf Korrelation zwischen den Inhaltsstoffen und

der Proliferation sowie der Migration erfolgte mit dem Test nach Pearson. In diesem

Zusammenhang wurden die Ergebnisse auf das Vorliegen einer Linearen Regression

hin analysiert. Die Bestimmung der Zellkoloniefläche bei den Versuchen der Migrati-

on wurde mit dem Programm Matlab R2007b und der “image prozessing toolbox” als

Bildanalyse Software, modifiziert von Jens Keiner, ermittelt, so dass über automatische

Bildsegmentierung die Zellkoloniefläche in Pixel ausgemessen wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Chemische Eigenschaften

3.1.1 Osmolarität

Die Osmolarität des optimalen Nährmediums Shem X betrug 296 mOsm/l, die des

Minimalmediums 298 mOsm/l und die des Hydroxyurea- Mediums 300 mOsm/l. In

unverdünntem Zustand hatte das Serum eine Osmolarität von 299,5 mOsm/l (Stan-

dardfehler (SEM) 1,6 mOsm/l) Bei den Fruchtwasserproben wurde die Osmolarität mit

290,5 mOsm/l gemessen (SEM = 3,42 mOsm/l).

3.1.2 pH- Wert

Der pH- Wert der Serumproben lag bei 7,43 mit einem Standardfehler von 0,01 und

bei den Fruchtwasserproben wurde ein pH von 7,57 mit einem SEM von 0,03 gemessen.

Die verwendeten Nährmedien hatten einen pH von 7,4.

3.2 Inhaltsstoffbestimmung

Die Konzentrationsbestimmungen erfolgten in unverdünntem Probenmaterial. Die fol-

gende Tabelle gibt einen Überblick über die Ergebnisse. Bei der Schwankungsbreite

handelt es sich um den Standardfehler des Mittelwertes. Die Messergebnisse sind stan-

dardnormalverteilt und die Unterschiede zwischen Serum und FW sind für jeden Pa-

rameter signifikant (P ≤ 0, 0001).

EGF ng/ml TGF ß1 ng/ml Fibronektin ng/ml Vit. A µmol/l

Serum 0,75 ± 0,05 27,09 ± 4,43 535,4 ± 85,6 2,6 ± 0,54
Fruchtwasser <0,0007 0,12 ± 0,05 60,42 ± 4,51 0,16 ± 0,04

Vit. E µmol/l Glukose mmol/l Totalprotein g/l Albumin g/l

Serum 28,94 ± 5,41 5,15 ± 0,33 71,74 ± 0,79 43,39 ± 1,26
Fruchtwasser < Messbereich 2,88 ± 0,16 3,94 ± 0,27 < 4

Tabelle 3.1: Biochemische Eigenschaften von unbehandeltem Serum und Fruchtwasser
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3.3 Proliferation: ATP- Assay

3.3.1 Dosis- Wirkungs- Untersuchung

Die Abbildungen 3.1 und 3.2 zeigen die Dosis- Wirkungs- Kurven der ATP- Assays

bei 6, 24 und 48 h Inkubationszeit. Auf der X- Achse sind die verschiedenen Konzen-

trationen der Serum- und FW- Proben aufgetragen, auf der Y- Achse ist das relative

Zellwachstum dargestellt. Die Schwankungsbreite ist als SEM abgebildet. Als 100 Pro-

zent relatives Zellwachstum wurde das Wachstum der Zellen bei Inkubation mit dem

optimalen Nährmedium Shem X definiert [37], [1].

Die Zellproliferation wurde am besten durch Serum unterstützt, während FW zu we-

sentlich geringerer Zell- Proliferation führte. Nach der Inkubation über 6 h mit un-

verdünntem Serum wiesen die Zellen ein maximales Wachstum von 66,82 ± 13,9 %

auf. Die nachfolgenden Konzentrationen von 50, 25 und 12,5 % zeigten eine gering

abfallende proliferationsfördernde Wirkung, die Unterschiede zwischen diesen Konzen-

trationen waren nicht statistisch signifikant. Erst im Vergleich zu den Ergebnissen nach

Inkubation mit 6,25 iger Serumlösung und 0 % iger Serumlösung (relatives Wachstum

von 28,36 % (6,25 % Serumlösung) und 5,98 % (0 % Serumlösung)) wurde der Proli-

ferationsunterschied signifikant(p ≤ 0, 04, Tabelle 6.1). Ein ähnliches Ergebnis wurde

nach 48- stündiger Inkubation mit Serum beobachtet, aber bei insgesamt höherer Zell-

proliferation (Tabelle 6.3).

Bei der Inkubation mit FW ist ebenfalls erkennbar, dass mit zunehmender Verdünnung

der FW- Proben die Zellproliferation abnimmt. Dies ist bei allen drei Inkubationszeiten

deutlich. Im Vergleich zu den Serum- Proben weisen die Zellen unter Inkubation mit

FW jedoch generell eine wesentlich geringere Proliferation auf. Nach der 6- stündigen

Inkubation wurde bei unverdünnten Proben ein relatives Wachstum von 30,92 ± 3,99

% als Maximum gemessen, während es nach der 24- stündigen Inkubation nur noch

8,42 ± 2,16 % und nach 48 h 7,29 ± 2,51 % waren. In den drei Inkubationszeiten sind

die Unterschiede der Proliferationsförderung von 100 und 50- prozentiger Konzentrati-

on zu 6,25 und 0 prozentiger Konzentration statistisch signifikant (Tabelle 6.1).

Im Vergleich der beiden Substanzen ist erkennbar, dass Serum in allen Konzentrationen

zu besseren Proliferationsergebnissen führt und dass dieser Unterschied vor allem in den

Konzentrationen von 100 und 50 % gegenüber den Konzentrationen der FW- Proben

statistisch signifikant ist (p ≤ 0, 03), siehe Tabelle 6.1 und 6.3.
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Abbildung 3.1: Darstellung der Ergebnisse des Proliferationsassays nach a) 6h und b) 24h. Auf

der Y- Achse ist jeweils das Wachstum in Prozent und auf der X- Achse die Testsubstratkonzentration

in Prozent aufgetragen. a) zeigt eine signifikant stärkere Proliferation der Zellen nach Inkubation mit

Serum als nach Inkubation mit FW zwischen unverdünnten und 50% igen Konzentrationen (p ≤ 0, 05),

wobei mit abnehmender Substratkonzentration auch das Wachstum geringer ausfällt. Nach Inkubation

über 24 h zeigt sich im Diagramm b) ein anderer Verlauf zwischen abnehmender Substratkonzentration

und abnehmendem Zellwachstum. Hier ist der gößte Unterschied zwischen der unverdünnten und der

50% igen Konzentration beider Testsubstanzen ersichtlich. Wie auch schon in a) führt die Inkubation

mit Serum zu signifikant stärkerer Proliferationsförderung (p ≤ 0, 05).
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Abbildung 3.2: Ergebnisübersicht des Proliferationsassays nach Inkubation über 48h. Y- Achse:

Wachstum in Prozent, X- Achse: Konzentration in Prozent. Mit abnehmender Konzentration beider

Testsubstanzen nimmt die Proliferationsförderung ab. Serum zeigt, wie auch schon nach 6- stündiger

Inkubation, eine signifikant stärkere Proliferationsförderung als FW.
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3.3.2 Zeit- Wirkungs- Untersuchung

Die stärkere Potenz in der Proliferationsunterstützung von Serum im Vergleich zu FW

wird besonders deutlich in der Analyse der Wachstumsergebnisse nach Inkubation mit

den unverdünnten Testsubstanzen, siehe Abbildung 3.3 und Tabelle 6.1 - 6.3. Während

es nach Inkubation mit Serum zu allen Untersuchungszeitpunkten zu einer deutlichen

Proliferation kommt, 66,82 % (6 h), 79,15 % (24 h) und 73,19 % (48 h), führt die

Inkubation mit unverdünntem FW bei zunehmender Inkubationszeit zu einer geringer

werdenden Förderung des Zellwachstums. Nach Inkubation über 6 h wird ein Zell-

wachstum von 30,92 %, nach 24 h von 8,41 % und nach 48 h Inkubation ein relatives

Wachstum von 7,29 % erreicht.

Werden die Ergebnisse nach Inkubation mit 50 % igem Serum und FW betrachtet, ist

ersichtlich, dass Serum zu den untersuchten Zeiten die Proliferation der Zellen besser

unterstützt als FW. Die Serumproben führen nach 6 und 48 h Inkubation zu ähnlichen

Ergebnissen von 65,78 ± 15,6 % (6 h) und 64,93 ± 21,73 % (48 h) relativem Zell-

wachstum. Bei der Messung nach 24- stündiger Inkubation war ein relatives Wachstum

von 32 ± 9,09 % messbar. Die Inkubation mit FW führte zu signifikant geringerem

Zellwachstum. Nach 6- stündiger Inkubation war ein relatives Wachstum von 29,38 ±
7,1 %, nach 24 h von 6,85 ± 2,4 % und nur noch 4,85 ± 1,46 % nach 48 h ermittelbar.

Bei der Konzentration von 6,25 % ist festzustellen, dass mit zunehmender Inkubati-

onsdauer die Proliferation unter Inkubation mit Serum zunimmt, während sie unter

Inkubation mit FW abnimmt. Bei der Inkubation mit Serum ist eine anfängliche Pro-

liferation von 28,36 ± 5,52 % nach 6 h und eine Proliferation nach 48h von 4,87 ±
1,0 % messbar. Für FW ergab die Untersuchung ein relatives Wachstum von 7,23 ±
3,15 % nach 6 h und einen Rückgang der Proliferationsförderung auf 0 Prozent nach

48- stündiger Inkubation. Die Proliferationsunterschiede zwischen Serum und FW sind

signifikant mit p ≤ 0, 001.
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Abbildung 3.3: Übersicht über Proliferation nach Inkubation mit unverdünnten Testsubstanzen.

Auf der Y- Achse ist das Wachstum in Prozent und auf der X- Achse die Zeit in Stunden aufgetragen.

Hierbei wird ersichtlich, dass einerseits die Inkubation mit Serum zu signifikant stärkerer Zellproli-

feration führt als mit FW (p ≤ 0, 032) und andererseits, dass mit zunehmender Inkubationszeit die

Proliferationsförderung unter Inkubation mit Serum zunimmt, während sie unter Inkubation mit FW

abnimmt.

3.4 Migration: Kolonie- Dispersions- Assay

3.4.1 Dosis- und Zeit- Wirkungs- Untersuchung

Auf den Ergebnissen der Experimente zur Proliferation basierend erfolgte die Auswahl

der Konzentrationen für die Durchführung der Migrationsversuche. Die Migration wur-

de für Serum in unverdünnter, 50 % iger und 25 % iger Konzentration untersucht. Die

Untersuchung mit FW erfolgte, aufgrund der geringen zur Verfügung stehenden Mate-

rialmenge, nur in unverdünnter und 50 % iger Konzentration.

Abbildung 3.4: Zellrasen nach vollständiger Konfluenz, Nullpunktbestimmung.

Die Untersuchungen zur Migration ergaben eine signifikant höhere migrationsfördernde

Potenz von Serum im Vergleich zu FW (p ≤ 0, 05).
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Konzentration in %

(a) Migration nach 24h

Konzentration in %

(b) Migration nach 48h

Abbildung 3.5: Migration nach 24 und 48 h. Auf der Y- Achse ist die ermittelte Zellrasenfläche

in Pixel und auf der X- Achse sind die Konzentrationen der Serum- und FW- Proben aufgetragen.

Die Schwankungsbreite ist als SEM dargestellt.

Nach 24- stündiger Inkubation mit 25 % igem Serum war die Migration der Zellen ge-

ring und zum Nullpunkt nicht signifikant unterschiedlich. Die Migration der Zellen nach

Inkubation mit 50 % igem Serum war signifikant größer (Fläche: 109458 Pixel). Die

Inkubation der Zellen mit unverdünnten Serumproben führte zu einer leicht geringeren

Zellmigration (Fläche: 103178 Pixel) als die Inkubation mit 50 % iger Serumlösung.

Der Unterschied zwischen diesen beiden Migrationsergebnissen ist allerdings statistisch

nicht signifikant. Die Inkubation mit 50 % igem FW über 24 h zeigte eine signifikant

geringere Förderung der Migration (Zellkoloniefläche: 97864 Pixel) im Vergleich zu Se-

rum (109458 Pixel) (p ≤ 0, 05). Die Inkubation mit unverdünntem FW führte zu einer

stärkeren Migration (100807 Pixel) als die Inkubation mit 50 % igem FW, blieb aber

hinter der Migrationsförderung von unverdünntem Serum zurück.

Die untersuchten Konzentrationen der Testsubstanzen führten nach Inkubation über 48

h zu folgenden Ergebnissen: Nach Inkubation mit 25 % igem Serum war eine Migration

bis zu einer Zellrasenfläche von 109283 Pixeln messbar. Erfolgte die Inkubation mit 50

% igen und unverdünnten Serumproben, so war ein Zuwachs der Zellrasenfläche auf

123070 Pixel (50 %) und 134476 Pixel (unverdünntes Serum) beobachtbar. Wurden die

Zellen mit FW inkubiert, konnte eine Zellrasengröße von 105384 Pixel (50 %) und von

130903 Pixel (unverdünnt) ermittelt werden. Der Unterschied der Migrationsflächen

zwischen mit Serum und FW inkubierten Zellen ist für beide Konzentrationen nach 48

h nicht statistisch signifikant.

Nach Inkubation mit Serum und FW über 96 h zeigten sich dann signifikante Un-

terschiede zwischen den Testsubstanzen. Bei den mit Serum inkubierten Zellen kam

es, nach Inkubation mit unverdünnten Serumproben, zu einer Migration bis auf eine
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Fläche von 190400 ± 7701 Pixeln. Die Inkubation mit Serum in 50 und 25 % iger

Konzentration führte zur geringeren Migrationsförderung. Die mit unverdünntem FW

inkubierten Zellen zeigten nach 96- stündiger Inkubation ebenfalls eine stärkere Migra-

tion als nach Inkubation mit 50 % igem FW, blieb dabei aber signifikant hinter dem

Ergebnis nach Inkubation mit Serum zurück (p ≤ 0,0001).

Konzentration in %

Abbildung 3.6: Migration nach 96h. Auf der X- Achse sind die verschiedenen Konzentrationen

der Serum- und FW- Proben aufgetragen und die ermittelte Zellrasenfläche in Pixeln auf der Y- Achse.

Die Schwankungsbreite ist als SEM dargestellt.

Zur Veranschaulichung folgen ausgewählte Bilder fixierter Zellrasen.

(a) Serum 25% 24h (b) Serum 50% 24h (c) Serum 100% 24h

(d) FW 50% 24h (e) FW 100% 24h

Abbildung 3.7: Zellrasen nach 24 h Inkubation mit Serum und FW
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(a) Serum 25% 48h (b) Serum 50% 48h (c) Serum 100% 48h

(d) FW 50% 48h (e) FW 100% 48h

Abbildung 3.8: Zellrasen nach 48 h Inkubation mit Serum und FW

(a) Serum 25% 96h (b) Serum 50% 96h (c) Serum 100% 96h

(d) FW 50% 96h (e) FW 100% 96h

Abbildung 3.9: Zellrasen nach 96 h Inkubation mit Serum und FW
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3.5 Zelltod: Apoptose- Assay

Im Zusammenhang mit der Frage nach der Toxizität beider Substanzen und den Ergeb-

nissen der Proliferations- und Migrationsversuche wurde der Zelltod untersucht. Mit

dem durchgführten “Cell Death Detection ELISA” konnte eine quantitative Bestim-

mung der zytoplasmatischen histon- assoziierten- DNA- Fragmente nach induziertem

Zelltod vorgenommen werden. Damit wurde die Apoptose, der geregelte Zelltod, nach-

gewiesen.

Die Tabellen 6.7 und 6.8 zeigen die Resultate der Zelltod- ELISA- Messung und deren

Auswertung, einen kurzen Überblick bietet die Tabelle 3.2. Die Zellen wurden in den

Konzentrationen von 100, 50 und 6,25 % über 24 und 48 h inkubiert.

Analyt Konz. (%) Zeit Apoptose (U) ± SEM LDH (U/L) ± SEM

Serum 100 24 h 0,86 ± 0,24 1,89 ± 1,05
Serum 50 24 h 0,57 ± 0,11 0,00 ± 0,00
Serum 6,25 24 h 0,81 ± 0,16 0,52 ± 0,52
FW 100 24 h 0,79 ± 0,24 2,80 ± 1,18
FW 50 24 h 0,71 ± 0,15 2,60 ± 0,88
FW 6,25 24 h 0,43 ± 0,12 4,36 ± 0,77

Serum 100 48 h 0,27 ± 0,05 6,13 ± 2,62
Serum 50 48 h 0,25 ± 0,03 1,00 ± 1,00
Serum 6,25 48 h 0,80 ± 0,13 1,68 ± 0,82
FW 100 48 h 0,24 ± 0,06 3,60 ± 1,42
FW 50 48 h 0,47 ± 0,09 3,25 ± 1,24
FW 6,25 48 h 1,08 ± 0,77 6,36 ± 1,01

Tabelle 3.2: Zelltodmessung nach 24 und 48 h Inkubationszeit. Konz. = Konzentration; SEM =

Standardfehler, Apoptose wurde als DNA- Fragment- Anreicherung in U gemessen; Werte der

Apoptose- und LDH- Messung mit SEM.

Nach der Inkubationszeit von 24 h ergab sich für Inkubation mit Serum folgendes:

In den Konzentrationen von 100 und 6,25 % wurde eine gleich niedrige Anreicherung

von 0,8 U ermittelt. Bei der Probenkonzentration von 50 % war eine Anreicherung von

0,573 U beobachtbar. Bei einem allgemein niedrigem Apoptoseniveau von < 1 U ist die-

ser Unterschied zwischen den Ergebnissen nach Inkubation mit den unterschiedlichen

Serumkonzentrationen statistisch nicht signifikant.

Die Messung der Fruchtwasserproben nach Inkubation über 24 h zeigte Werte auf

ähnlichem Niveau. Hier lag die Anreicherung nach Inkubation mit 50 und 100 % igem

FW nah beieinander, mit 0,75 U vergleichbar niedrig, während bei der Konzentration

von 6,25 % eine Anreicherung von nur 0,43 U zu verzeichnen war. Wie beim Serum sind

auch hier die Anreicherungsunterschiede zwischen den einzelnen Konzentrationen nicht
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signifikant. Es ist bei der Gegenüberstellung von Serum und FW keine Signifikanz der

Anreicherungsunterschiede feststellbar, somit ist kein Hinweis auf apoptosebedingte

Unterschiede im Proliferations- und Migrationsverhalten der Zellen unter Inkubation

mit Serum oder FW gegeben.

Nach der Inkubation über 48 h kann für beide Substanzen gesagt werden, dass es zu

einer Apoptoseanreicherung auf allgemein geringerem Niveau für die Konzentrationen

von 100 und 50 % kam (Serum: 100 % 0,27 U und 50 % 0,25 U; FW: 100 % 0,24 U

und 50 % 0,47 U). Eine geringfügig stärkere Apoptose war nach Inkubation mit 6,25

% iger Konzentration für beide Substanzen zu verzeichnen (0,8 U Serum und 1,1 U

für FW), dabei ist der Unterschied zwischen Serum unverdünnt sowie in 50 % iger

Konzentration gegenüber Serum in 6,25 % iger Konzentration statistisch signifikant

(p ≤ 0, 004). Das zeigt eine Zunahme der Apoptose bei Abnahme der Serumkonzen-

tration. Für die Ergbnisse der FW- Proben, mit vergleichbarem Verlauf, war keine

Signifikanz der Apoptoseunterschiede messbar. Wurde die Apoptose der zwei Inkuba-

tionszeiten gegenüber gestellt, so war nach 48 h Inkubation eine signifikant geringere

Apoptose (p ≤ 0, 03) in den Konzentrationen von unverdünnter (für beide Substanzen)

und 50 % iger Testlösung (nur für Serumproben) messbar als nach Inkubation über 24

h, Tabelle 6.9. Die Unterschiede der Apoptoseanalyse zwischen Serum und FW waren

nur vereinzelt signifikant, z.B. in 50 % iger Konzentration nach Inkubation über 48 h,

aber es waren keine klaren generellen Unterschiede messbar. Damit ergab die Apop-

tosemessung keinen Hinweis auf die Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse in der

Proliferation und Migration.

3.5.1 Zelltod: Nekrose- Beurteilung

Als Nekroseindikator wurde der Parameter Laktatdehydrogenase (LDH) im Zellkul-

turüberstand benutzt. Die Laktatdehydrogenase ist ein zytoplasmatisches Enzym, das

bei Zellnekrose freigesetzt wird und als unspezifischer Parameter zur Diagnostik ge-

nutzt wird [80].

Bei der Betrachtung der Messergebnisse (Tabelle 3.2) nach der Inkubation über 24

h fällt auf, dass bei den Serumproben in der unverdünnten Konzentration ein hoher

Mittelwert von 1,89 U/l mit einem hohen Standardfehler von 1,05 U/l gemessen wur-

de. Bei der Konzentration von 50% igen Serumproben war dagegen kein LDH und

bei der 6,25 % igen Konzentration nur ein geringes LDH- Niveau von 0,52 U/l mess-

bar. Nach Inkubation mit FW über 24 h wurden höhere LDH- Konzentrationen in

allen Verdünnungen als nach Inkubation mit Serum, gemessen: unverdünnt 2,8 U/l,

50 % 2,6 U/l und bei 6,25 % 4,36 U/l. Innerhalb der Ergebnisse nach Inkubation mit
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Serum- oder FW- Proben bestanden keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 6.10).

In der Gegenüberstellung der Ergebnisse beider Testsubstanzen war ein signifikanter

Unterschied bei den Konzentrationen von 50 % und 6,25 % messbar, siehe Tabelle 6.10.

Die Analyse der LDH- Messung nach Inkubation über 48 h ergab ähnliche Verhältnisse

für beide Testsubstanzen, aber auf einem etwas höherem Niveau als nach Inkubation

über 24 h. Nach der 48- stündigen Inkubation mit unverdünntem Serum war eine LDH-

Konzentration von 6,13 U/l gemessen worden, bei FW von 3,6 U/l, während nach Inku-

bation mit 50 % iger Serumlösung eine Konzentration von 1 U/l, bei FW von 3,25 U/l,

festgestellt wurde. Die Inkubation mit der 6,25 % igen Serumlösung führte zur Mes-

sung von 1,68 U/l LDH, FW von 6,36 U/l (p ≤ 0, 002). Die Unterschiede innerhalb der

restlichen Ergebnisse nach Inkubation mit Serum- oder FW- Proben waren nicht statis-

tisch signifikant (Tabelle 6.10 und 6.11). Im Vergleich der Ergebnisse nach Inkubation

über 24 und 48 h konnten für beide Testsubstanzen keine signifikanten Veränderungen

ermittelt werden, es lag also kein Hinweis auf nekrosebedingte Unterschiede in der

Unterstützung der Proliferation und Migration der Zellen vor.
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Tränenersatz mit künstlichen Tränenersatzmitteln ist die meist genutzte Therapie bei

Sicca- Symptomatik. Die meisten Präparate bestehen aus Elektrolyten, Oberflächen-

stabilisatoren, viskositätsfördernden Substanzen und Stoffen mit schützenden Eigen-

schaften. Diese Kombination an Inhaltsstoffen versucht eine ideale Balance zu halten

zwischen maximaler Tränenfilmstabilität und Augenoberflächen- Retention mit mini-

maler Sichtveränderung und Kratzerscheinungen auf der Kornea. Bisher ist es nicht

gelungen optimale Tränenersatzmittel pharmazeutisch herzustellen, da die künstlichen

Tränen die epitheliotrophe Kapazität der Tränen nicht vollständig substituieren können.

Serum wird als Tränenersatzmittel genutzt und ist der flüssige Überstand nach Zentri-

fugation von Vollblut. Serumaugentropfen erfüllen beide Anforderungen an AT, sie

fungieren als Gleitmittel und ermöglichen die Ernährung der Korneazepithelzellen,

da sie Wachstumsfaktoren, Vitamine und Proteine enthalten. Serum wurde das ers-

te Mal 1984 von Fox et al [18] bei trockenen Augen appliziert. Dieser Weg wurde

zuerst nicht weiterverfolgt, sondern erst 15 Jahre später von Tsubota erneut aufge-

griffen. Er hatte erkannt, dass Serum aufgrund der enthaltenen Wachstumsfaktoren,

Vitaminen und Fibronektin direkt epitheliotroph wirken kann [25], [83]. Später wurde

ebenfalls eine positive Wirkung bei der Behandlung von schwerer Sicca- Symptomatik

[82],[25], persistierenden epithelialen Defekten [83], Graft- versus- Host- Disease mit

trockenem Auge [57], [66], Oberflächenrekonstruktionen [84] und bei anderen Augeno-

berflächenerkrankungen [14], [48] gefunden. Bei Serum konnte eine wesentlich geringere

Toxizität im Vergleich zu pharmazeutischen AT belegt werden [28],[21]. Zusätzlich ist

von einem indirekt trophischen Effekt auszugehen, da an humanen Keratozyten nach

Inkubation mit Serum eine vermehrte Transkription von Wachstumsfaktorrezeptoren

beobachtet wurde [15], [28].

Humanes Fruchtwasser wird seit 1996 [44] untersucht, nachdem festgestellt wurde, dass

Fruchtwasser eine ähnliche Proteinzusammensetzung aufweist wie Humane Amnion-

membran [90], die seit 1940 zur Defektdeckung bei konjunktivalen Defekten genutzt

wird [13]. Alle Studien zu Humanem Fruchtwasser erfolgten bisher im Tiermodell, wo-

bei für FW im Vergleich mit isotoner Salzlösung eine gute Defektheilung beobachtet

wurde [10], [29]. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen per Amniozentese
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gewonnenem Fruchtwasser und Fruchtwasser, das bei Geburt aufgefangen wurde, er-

mittelt werden [29].

Nachdem Humanes Fruchtwasser im Tiermodell im Vergleich mit isotoner Kochsalzlö-

sung getestet wurde, sollte in dieser Studie Humanes Fruchtwasser im Vergleich mit

Serum- AT an humanen Korneaepithelzellen untersucht werden. Serum- AT werden

wie AT aus isotoner Kochsalzlösung in der Klinik eingesetzt, haben aber den Anwen-

dungsschwerpunkt bei Ulzerationen der Kornea, während isotone Kochsalzlösung- AT

vor allem zur Augenspülung eingesetzt werden. Im Vergleich mit der Kochsalzlösung

zeigte Fruchtwasser eine signifikant bessere Förderung bei der Defektheilung [10],[29].

Nun interessierte uns die Wirkung von Fruchtwasser im direkten Vergleich mit Serum-

AT, die schon im klinischen Alltag benutzt werden, bei der Förderung von Proliferation

und Migration an HCE- Zellen. Zu diesem Zweck wurden SV40- immortalisierte HCE-

Zellen gezüchtet und an diesen die vergleichenden Proliferations- und Migrationsexpe-

rimente durchgeführt.

Die verwendeten SV40- immortalisierten HCE- Zellen wurden von Araki- Sasaki her-

gestellt und von Sharif et al hinsichtlich ihrer Charakteristik untersucht. Dabei wurde

festgestellt, dass die SV40- immortalisierten HCE- Zellen durch das Simian- Virus 40

(SV40) ein sogenanntes großes T- Antigen produzieren, was die Wirkung vom Protein

p53 und pRb durch Komplexierung aufhebt. Damit ist vorerst kein geregelter Zell-

tod - Apoptose - mehr möglich [65],[2]. Dieses T- Antigen kann jedoch über den M1-

und M2- Mechanismus inaktiviert werden, so dass die Zellen die Eigenschaften nor-

maler HCE- Zellen behalten [75]. Die SV40- immortalisierten Zellen produzieren kei-

ne Viruspartikel und verursachen keine Tumorinduktion in umgebendem Gewebe, sie

sind in flüssigem Stickstoff einfrierbar und zeigen keinerlei Veränderungen des Wachs-

tumsverhaltens nach dem Wiederauftauen. Ihre Populationsverdopplungszeit beträgt

24,4 h, was für virustransformierte Zellen sehr langsam ist und diese Zellen weisen die

phänotypischen, morphologischen, biochemischen und pharmakologischen Eigenschaf-

ten wie nichttransformierte HCE- Zellen auf. Sie sind deshalb sehr gut für Studien

verwendbar [2],[74].

4.1 Chemische Eigenschaften von Serum und

Fruchtwasser

Der Hauptgrund für die Messung der chemischen Eigenschaften war der Ausschluss

von unphysiologischen pH- Werten oder Osmolaritäten, da diese toxisch auf die HCE-
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Zellen wirken [21], [88].

4.1.1 pH- Wert

Gesunde humane Tränen haben einen durchschnittlichen pH- Wert von 7,45 +/− 0,16,

[30]. Die meisten herkömmlichen künstlichen Tränenersatzmittel variieren in ihrer Zu-

sammensetzung und ihrer Viskosität, aber sind vom pH- Wert neutral bis leicht sau-

er, also der natürlichen Träne ähnlich. Viele Patienten mit Keratokonjunktivitis sicca

(KKS) klagen über Brennen der AT, die die allgemeine Symptomatik verschlimmert

anstatt zu lindern. Werden Puffer- Systeme in den AT verwendet und damit der pH-

Wert der AT bis auf 8,4 angehoben, so werden diese künstlichen Tränen von den Pati-

enten besser vertragen und eine subjektive Linderung der Symptomatik erreicht [89],

[63], [53].

Der pH- Wert der Serumproben lag bei 7,43 +/− 0,01 SEM und der pH- Wert der FW-

Proben bei 7,57 +/− 0,03. Die Serumproben sind also pH- neutral, während der pH-

Wert der FW- Proben zwar leicht alkalisch ist, aber noch im tolerierten oberen pH-

Grenzbereich von humanen Zellen liegt. So war zu klären, ob dieser leicht alkalische

pH- Wert Auswirkungen auf die HCE- Zellen im Zellkulturmodell hat. Beim Vergleich

des Zellwachstums von Serum zum optimalen Nährmeidum Shem X ist festzustellen,

dass Serum in unverdünntem Zustand fast 80 % des Wachstums unter Shem X erreicht,

während FW ein maximales Zellwachstum von 31 % erreicht. In Anbetracht der Er-

gebnisse der Zelltod- Untersuchung, die auf keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Zellen, die mit Serum inkubiert wurden, und den Zellen, die mit FW inkubiert

wurden, hindeuten, kann davon ausgegangen werden, dass dieser leicht alkalische pH-

Wert keine toxische Wirkung auf die HCE- Zellen hat. Da bei künstlichen AT die pH-

Werte bis auf 8,4 angehoben werden und sie keinen destruierenden Effekt auf die Kor-

neaepithelzellen zeigen, unterstützt das die Unbedenklichkeit in der Anwendung beider

Testsubstanzen [89], [63], [53].

4.1.2 Osmolarität

Die Osmolarität ist die Konzentration an osmotisch aktiven Teilchen pro Liter Lösung.

Osmol ist das molekulare Gewicht einer Lösung in Gramm, dividiert durch die Anzahl

an Ionen oder Partikel, in die die Lösung dissoziiert. Die Osmolarität von gesunden hu-

manen Tränen liegt bei 300 mOsm/L [24] [4], die humane Serumosmolarität aus unseren

Messungen bei 299,5 +/−1,6 mOsm/L und FW hat eine Osmolarität von 290,5 +/−
3,42 mOsm/L. Damit liegen die Messwerte im Bereich der gesunden Träne. Patienten

mit KKS zeigen im Vergleich dazu Tränenosmolaritäten von 343 +/− 32,3 mOsm/L

und es konnte gezeigt werden, dass die Hyperosmolarität ein wichtiger induzierender
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Faktor dieser Erkrankung mit ihren Auswirkungen auf Kornea und Konjunktiva ist

[24]. Deswegen werden oftmals hypotone Lösungen als AT verwendet, da diese die

Symptomatik und den Zustand der Kornea verbessern.

Diese Datenlage zeigt, dass die gemessenen Osmolaritäten beider Substanzen im phy-

siologischen Bereich liegen und deswegen davon ausgegangen werden kann, dass sie

nicht toxisch wirken.

4.2 Endpunktassays

Bei den Experimenten zur Untersuchung des Proliferations- und Migrationsverhaltens

wurde als Hauptergebnis festgestellt, dass die Inkubation der HCE- Zellen mit Serum

zu besseren Ergebnissen führt, als die Inkubation mit Fruchtwasser. Die maximale Pro-

liferationsförderung konnte durch Inkubation mit unverdünntem Serum erzielt werden.

Serum bleibt aber dabei bezüglich der Proliferationsförderung hinter dem optimalen

Nährmedium zurück. Fruchtwasser erreicht das Proliferationsniveau von Serum nicht,

liegt aber noch über dem Niveau der Negativ- Kontrolle mit BSS. Dass FW ein höheres

Niveau der Proliferationsförderung als BSS erreicht, wurde in den Experimenten am

Tiermodell mit isotoner Salzlösung schon gezeigt [29]. Somit scheint Tsubotas Ansatz,

das gewonnene Serum zu verdünnen, fragwürdig, auch wenn Serum im Vergleich zur

natürlichen Träne von den Inhaltsstoffen wie TGF-ß, Vitamin A und Vitamin E, so-

wie von Fibronektin weit mehr als die fünffache Konzentration erhält und durch die

Verdünnung eine Annäherung zur natürlichen Träne erreicht werden kann [83], [82].

Die Ergebnisse der Serum- Experimente stimmen mit bisher veröffentlichten Daten

überein [12]. Für beide Substanzen ist ersichtlich, dass die Konzentration einen star-

ken Einfluss auf die Proliferation hat. Je stärker die Verdünnung mit BSS war, umso

geringer war die Proliferationsförderung. Dies verlief jedoch nicht linear und war für

die Proben nach Inkubation mit Serum auf einem deutlich höheren Niveau messbar

als nach Inkubation mit FW- Proben. Nach Inkubation mit beiden Substanzen war in

den Verdünnungen von 6,25 und 0 % eine signifikant geringere Proliferation messbar

als nach Inkubation mit unverdünnten, 50 und 25 % igen Probenlösungen.

Auf der Basis der Proliferationsergebnisse wurden die drei geeignetesten Konzentra-

tionen herausgesucht, um damit den Kolonie- Dispersions- Assay durchzuführen. Die

Migrationsförderung durch FW konnte nur in den Konzentrationen von 100 und 50 %

bestimmt werden, da das Material nicht für weitere Versuche ausreichte. Die Migrati-

onsergebnisse sind denen der Proliferation ähnlich. Die Inkubation mit Serum führte zu

einer stärkeren Migrationsförderung als die Inkubation mit FW. Bei den ersten beiden

Inkubationszeiten von 24 und 48 h liegen die Ergebnisse beider Substanzen in einem

ähnlichen Niveau, ohne signifikante Unterschiede. Erst im weiteren Inkubationsverlauf
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zeichnet sich ein deutlicher Unterschied ab. Nach Inkubation über 96 h mit Serum-

proben ist ein deutlicher und nun auch statistisch signifikanter Anstieg der Migration

zu messen, siehe Tabelle 6.6. Die Zellen unter FW- Inkubation über 96 h zeigen kei-

nen weiteren Migrationsanstieg, im Gegenteil, sie sinken sogar leicht unter das Niveau

der Migration nach 48h ab. Dies mag an der Zusammensetzung liegen, die zu einem

wesentlich größeren Teil aus Wasser besteht als beim Serum. Der Unterschied in der

Migrationsförderung zwischen Serum- und FW- Proben ist in den Ergebnissen nach 96

h Inkubation statistisch signifikant, siehe Tabelle 6.6.

Es ist davon auszugehen, dass dieses Proliferations- und Migrationsverhalten durch die

unterschiedliche Zusammensetzung mit epitheliotrophen Faktoren verursacht wird. Für

die Inhaltsstoffe wurden Werte wie in der Literatur vorbeschrieben ermittelt, außer für

Vitamin A und Fibronektin, wo im Serum (Vitamin A) und im FW (Vitamin A und

Fibronektin) geringere Konzentrationen gemessen wurden [9],[27],[28],[34],[36],[42],[48],

[80]. In früheren Studien konnte für EGF gezeigt werden, dass es die Proliferation und

Migration unterstützt und gleichzeitig antiapoptotisch wirkt [3],[11],[41],[59],[68],[71].

Es wurde im FW eine signifikant geringere Menge EGF als im Serum gemessen, sie-

he Tabelle 3.1. Die EGF- Konzentration des FW lag in unseren Messungen unterhalb

bisher gemessener Konzentrationen [31], doch auch die in der Literatur beschriebe-

nen Werte (aus der 15. - 22. Schwangerschaftswoche) erreichen die Menge des EGF

im Serum nicht. EGF stimuliert die Mitose der Zellen, was zu stärkerer Proliferation

führt [86]. Dies ist bei der Inkubation mit Serum beobachtbar. Serum, das mehr EGF

enthält als FW, fördert die Proliferation der HCE-Zellen über alle Inkubationszeiten

stärker als FW. Brian berichtet über die gezielte Hemmung von EGF mit anschließen-

der Inhibition der Zellmigration, da EGF die Haptotaktik der Zellen stimuliert, was

bei Hemmung des EGF- Rezeptors wegfällt [6],[91]. Dabei wird vom EGF vor allem

die Zellmotilität über die Förderung der Ausbildung von Lamellopodien unterstützt,

indem die Actin- Polymerisation durch die EGF-Signalkaskade verstärkt wird, was

zu vermehrter Lamellopodienbildung und damit lamellopodialer Protrusion führt [7].

Die Ergebnisse der Proliferationsversuche nach Inkubation mit FW erreichen nicht das

Niveau der Ergebnisse nach Inkubation mit Serum. In den Migrationsassays jedoch

werden in den ersten beiden Inkubationszeiten von 24 h und 48 h vergleichbare Ergeb-

nisse erzielt. Erst in der Langzeitinkubation von 96 h zeigen mit Serum (höherer EGF-

Konzentration) inkubierte Zellen eine wesentlich stärkere Migration als Zellen, die mit

FW (geringe EGF- Konzentration) inkubiert wurden.

Ein ebensolcher Zusammenhang wurde für Vitamin A gefunden. Vitamin A erfüllt ver-

schiedene Funktionen und hat unter anderem in allen eukarioten Zellen einen Einfluss

auf die Regulation der Genexpression. Dies geschieht über die Bindung an den “reti-

noid acid receptor” (RAR) für die All-trans-retinoid-Säure und über den “retinoid X
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receptor” (RXR) für die 9-cis-retinoid-Säure. Diese Heterodimere können an regulato-

rische Regionen von Chromosomen binden, “retinod acid response elements” (RARE),

und beeinflussen dadurch die Transkription von Genen. Damit hat Vitamin A Ein-

fluss auf die Proteinbiosynthese und Zelldifferenzierung, sowie auf die Transkription

von Wachstumshormonen [46]. Auch wenn in unseren Experimenten Korrelationen in

dem Sinne gefunden wurden, dass eine relativ hohe Konzentration an Vitamin A mit

besseren Proliferations- und Migrationsergebnissen vergesellschaftet ist, wurde damit

keine der oben genannten Funktionen spezifisch untersucht. Es gibt dagegen Untersu-

chungen, in denen berichtet wurde, dass Vitamin A die Proliferation möglicherweise

zugunsten der stärkeren Zelldifferenzierung hemmt, [83],[85]. Unsere Ergebnisse deuten

jedoch darauf hin, dass dieser Einfluss nicht stark genug ist, um damit die Prolifera-

tion effektiv zu unterbinden. Schliesslich proliferieren und migrieren die Zellen nach

Inkubation mit Serum, das einen hohen Vitamin A- Gehalt aufweist, signifikant bes-

ser als nach Inkubation mit FW. Da allerdings keine Einzeluntersuchungen mit reinen

Vitamin- A- Lösungen erfolgt sind, sondern Vitamin A einer von vielen Bestandteilen

beider Testsubstanzen ist, ist keine eindeutige Einzelwirkung von Vitamin A nachweis-

bar. Am “in-vivo-Auge” wurde von Pfister/ Burstein gezeigt, dass Vitamin- A Mangel

zur Austrocknung der Augenoberfläche führt [60]. Dies gilt aber nicht für Zellkulturbe-

dingungen, da die Zellen immer von Nährmedium bzw. Testsubstanz bedeckt sind, so

dass diese Auswirkung eines eventuellen Vitamin A- Mangels nicht untersuchbar war.

Vitamin E, das antioxidativ wirkt, lag im FW unterhalb der Nachweisgrenze der HPLC-

Messung, im Vergleich dazu wurde im Serum eine höhere Konzentration, im Einklang

mit dem Literaturwert, ermittelt. Die deutlich besseren Proliferationsergebnisse nach

Inkubation mit Serum, verglichen mit den Ergebnissen nach Inkubation mit FW,

können darauf hindeuten, dass Vitamin E die Proliferation unterstützt. Bei der Mi-

gration scheint es jedoch keinen Einfluss zu haben, oder er wirkt sich erst sehr spät

aus, da FW und Serum in den 24 und 48 h Inkubationen zu vergleichbaren Ergeb-

nissen führen. Ist die antioxidative Wirkung jedoch erst in langen Inkubationszeiten

als Zellschutz vonnöten, könnte dieser Unterschied in der Zusammensetzung die signi-

fikant unterschiedlichen Migrationsergebnisse nach 96- stündiger Inkubation erklären.

Vitamin E kann Apoptose verhindern [5], und gerade bei der Inkubation über längere

Zeiträume kann dies ein wichtiger Faktor sein. Andererseits ist Vitamin E sowohl im

Serum als auch im FW, insgesamt in niedriger Konzentration zu finden, so dass ein

alleiniger Effekt von Vitamin E mit den durchgeführten Versuchen nicht nachweisbar

ist.

Ein weiter Faktor ist das TGF-ß. Dessen antiproliferative Wirkung auf Korneaepithel-

zellen ist bekannt. Es gibt insgesamt fünf Isoformen, von denen nur TGF-ß1, TGF-ß2

und TGF-ß3 in Säugetieren exprimiert werden. Das in unseren Versuchen gemessene

TGF-ß1 hat dabei eine geringere antiproliferative Wirkung als TGF-ß2 [83],[32],[28].
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Die Zellen unter Inkubation mit Serum, das mehr TGF-ß enthält als FW, prolife-

rierten in allen Inkubationszeiten stärker als die Zellen unter Inkubation mit FW. Es

wurde von Haber gezeigt, dass TGF-ß an der Fibroblastenaktivierung beteiligt ist,

die für die Wundheilung benötigt wird [26],[39],[64]. Desweiteren stimuliert TGF-ß

die Fibronektin- mRNA- Bildung, was zu einem Anstieg der Fibronektinkonzentra-

tion führt. Fibronektin wird in die extrazelluläre Matrix eingelagert und dient als

Adhäsionsmolekül [79]. Das kann eine mögliche Erklärung dafür bieten, dass es zu

ähnlichen Migrationsergebnissen nach 24 und 48- stündiger Inkubation mit beiden

Testsubstanzen kam. Nach Inkubation über 96h scheint dieser Effekt von TGF-ß ent-

weder aufgehoben zu sein, oder im FW ist nicht genügend TGF-ß vorhanden um diese

Migrationsförderung aufrecht zu erhalten. Zumindest findet keine Migrationszunahme

unter Inkubation mit FW über 96h statt, während die Zellen unter Inkubation mit

Serum zunehmend migrierten. Somit war kein hervortretender Einzeleffekt von TGF-ß

messbar.

Neben EGF und TGF-ß ist Fibronektin ein wichtiger epitheliotropher Faktor. Fibro-

nektin, ein disulfidhaltiges Glykoprotein, wurde 1948 von Morrison et al. entdeckt und

zuerst “Could insoluble globulin” (CIG) genannt [52]. Seit den achtziger Jahren wurde

Fibronektin in verschiedenen Studien an Tieren und auch in einigen klinischen Versu-

chen appliziert und auf seine Rolle bei der Heilung von kornealen Defekten getestet.

Diese Ergebnisse zeigten, dass Fibronektin effektiv die Reepithelialisierung bei Kornea-

defekten unterstützt [54],[56],[61]. Nishida konnte dann diese Rolle genauer definieren,

indem seine Funktion als Zelladhäsionsverstärker, als chemotaktisches Agenz und Moti-

litätsvermittler analysiert wurde. Damit ist es ein wichtiger Mediator der Zellmigration

[20],[16],[76]. Die Unterstützung des Zell- Zell- Kontakts erfolgt von Fibronektin aus

dem Serum und von Fibronektin aus FW gleichermaßen, so dass es keinen Einfluss hat,

das Fibronektin aus FW stärker glykosyliert ist als Serum- Fibronektin [70]. Zusätzlich

wird die Proteinsynthese und die Mitose stimuliert [55],[40]. Der Verdacht, das hohe

Fibronektinkonzentrationen die Proliferation zugunsten der Migration hemmen [28],

kann mit unseren Ergebnissen nicht bestätigt werden. Serum, das eine deutlich höhere

Konzentration an Fibronektin aufweist als FW, fördert die Proliferation stärker und

scheint in dieser Wirkung nicht gehemmt zu sein. Bei der eher geringen Fibronektin-

konzentration im Fruchtwasser wurde zwar eine stärkere Migrations- als Proliferati-

onsförderung festgestellt, aber eine eindeutige Hemmung der Proliferation war nicht

ersichtlich. Bezüglich des Migrationsverhaltens untermauern unsere Experimente die

bisherigen Erkenntnisse, dass Fibronektin ein wichtiger Faktor bei der Zellmigration

ist. Die Zellen, die mit Serum (hoher Fibronektingehalt) inkubiert wurden, migrierten

stärker, als diejenigen, die mit FW inkubiert wurden. In der längsten Inkubationszeit

von 96 h wird der Unterschied zwischen beiden Substanzen signifikant (P ≤ 0, 0001). In

Anbetracht der Tatsache, dass Fibronektin im FW einer der Inhaltsstoffe mit höherer
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Konzentration ist, kann damit das Migrationsverhalten der Zellen unter FW nach 24

und 48h erklärt werden, das dem Migrationsverhalten unter Inkubation mit Serum

gleicht. Dass die Migration unter FW nach 96 h Inkubation stagniert, kann womöglich

in dem Zusammenhang stehen, dass FW, bei relativ hoher Konzentration an Fibronek-

tin, eine sehr niedrige Konzentration an EGF aufwies, Serum dagegen eine signifikant

höhere Konzentration an EGF und Fibronektin enthält. Es konnte von Brian gezeigt

werden, dass das Zusammenspiel von EGF und Fibronektin für den Migrationserfolg

von Bedeutung ist [6]. Die Zell- Migration ist ein Prozess, der durch die Beziehung zwi-

schen der Zell- Adhäsion und dem lamellopodialen Vorschub gekennzeichnet ist. In Ab-

wesenheit von EGF wurde gezeigt, dass die Zellmotilität keine qualitative Abhängigkeit

von der Fibronektinkonzentration hat, bei vorhandenem EGF dagegen schon [7]. Ist

EGF bei intaktem EGF- Rezeptor vorhanden, führt eine niedrige Fibronektinkonzen-

tration zu geringerer und eine hohe Fibronektinkonzentration zu hoher Zellmotilität.

Neben dem Zusammenspiel von EGF und Fibronektin steht auch das TGF-ß in Bezie-

hung zum Fibronektin, indem es unter anderem die Zusammenlagerung von exogenem

Fibronektin fördert, was wiederum zur Verbesserung der Zell- Adhäsion führt. Deswei-

teren fördert TGF-ß, wie oben beschrieben, die Fibronektinsynthese. Da im Serum eine

höhere Konzentration an Fibronektin, EGF und TGF-ß enthalten ist, liegen damit die

günstigeren Voraussetzungen für eine stärkere Migration vor. Neben der einerseits bes-

seren Förderung der Migration durch Inkubation mit Serum (hohe nutritive Potenz),

ist andererseits auch der Zelltod, durch eventuell zu geringer nutritiver Eigenschaft

des Fruchtwassers, eine mögliche Ursache der Migrationsstagnation der Zellen, unter

Inkubation mit FW.

Desweiteren bestimmten wir die Konzentration an Glukose in beiden Präparaten, mit

dem Ergebnis, dass Serum geringfügig, aber signifikant, mehr Glukose enthält als FW.

Glukose, als Energielieferant der Zellen zur ATP- Gewinnung, bildet die Grundvor-

aussetzung für die Zellaktivität, ohne dabei einen speziellen Einfluss auf die Art der

energieverbrauchenden Prozesse, ob Proliferation oder Migration, zu haben. ATP wird

vor allem in der Proliferation benötigt und ein hoher ATP- Gehalt der Zelle zeigt einen

aktiven Stoffwechsel an und diente als Marker für die Proliferation. Da die Prolife-

rationsunterschiede zwischen Serum und Fruchtwasser aber enorm sind, im Vergleich

zu dem Unterschied der Glukosekonzentrationen in beiden Substanzen, kann der allei-

nige Einfluss der Glukose keine bestimmende Rolle spielen. Hier kommen wieder die

Wechselwirkungen der einzelnen Inhaltsstoffe zusammen. So stimuliert TGF-ß die Glu-

koseaufnahme in die Zelle, was unter dem Einfluss von EGF noch verstärkt wird [33].

Serum hat eine höhere Konzentration an TGF-ß und EGF, so dass eine stärkere Gluko-

seaufnahme in die Zelle möglich ist als bei FW. Somit stand womöglich mehr Glukose

zur Verfügung. Dies kann vor allem in der Migration eine mögliche Erklärung der deut-

lichen Unterschiede in den Ergebnissen nach 96- stündiger Inkubation sein. An Ratten
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wurde zudem gezeigt, dass eine hohe Glukosekonzentration die Fibronektin- Synthese

stimuliert [45]. Wenn dies auf die Korneaepithelzellen übertragbar ist, kann es damit als

weitere Erklärung der stärkeren Proliferations- und Migrationsförderung durch Serum

dienen, da Serum an beiden Inhaltsstoffen mehr enthält als FW.

Für die Ernährung und Stabilisierung des Korneaepithels sind aber nicht nur die schon

genannten Wachstumsfaktoren wichtig. Im gesunden Tränenfilm bilden in der wässrigen

Schicht des Tränenfilms die Proteine den größten Anteil. Sie haben eine Schutz- und

Reinigungsfunktion, als wasserbindende Proteine, als Transportproteine und in Form

von Enzymen und Immunglobulinen. Sie sorgen damit für eine glatte Oberfläche und

somit für eine gute Gleitschicht und hochwertige optische Transparenz [43],[65]. Im

Vollblut haben Proteine als Immunglobuline, Enzyme, Transportporteine, Gerinnungs-

substanzen, pH- Wert- Puffer und zur Erhaltung des osmotischen Drucks ähnliche Auf-

gaben. Dabei nimmt Albumin eine besondere Rolle ein, da es den osmotischen Druck

und die Viskosität des Blutes erhöhen kann. Im Fruchtwasser haben die Proteine, die

hauptsächlich von der Mutter stammen, nicht nur immunologische Funktion, sondern

auch eine nutritive Funktion. Dies geht aus Studien hervor, bei denen der Zusam-

menhang von Schluckstörungen und einer daraufhin folgenden Wachstumsretardierung

untersucht wurden [69]. Bei einer unkomplizierten Schwangerschaft liegt der Proteinge-

halt zwischen 0,2 und 7 g/l [36],[34]. Die geringe Menge wird dadurch erklärt, dass der

Fet Fruchtwasser schluckt und damit die Proteine aus dem FW aufnimmt [81] und ande-

rerseits von vornerein eine niedrigere Konzentration vorhanden ist, als im mütterlichen

Serum [35]. Dieser Konzentrationsunterschied von Gesamtproteingehalt im Serum und

im FW konnte mit unseren Messungen ebenfalls festgestellt werden. Bei der Unter-

suchung der FW- Zusammensetzung konnte Oliveira Albuminkonzentrationen von 3,5

± 1,2 mg/l messen [58], in unseren Messungen lag die Konzentration unter der Nach-

weisgrenze von 4 g/l, so dass nur die Albuminkonzentration im Serum exakt gemessen

werden konnte. Serum und FW unterscheiden sich vor allem im Gesamtproteingehalt.

Im Serum macht Albumin mehr als die Hälfte des Proteingehalts aus. Die Proteine

bilden für die Epithelzellen die Grundlage der osmotischen Homöostase. Besonders bei

Zunahme der Inkubationszeit wird die Bedeutung ersichtlich. In der Proliferation wie

auch in der Migration wurden nach Inkubation mit FW bei den Inkubationszeiten von

48 und 96 h, im Vergleich zum Serum, wesentlich schlechtere Ergebnisse gemessen.

Dies kann möglicherweise daran liegen, dass die Zellen unter Inkubation mit FW nur

in den kürzeren Inkubationszeiten die osmotische Homöostase optimal aufrecht hal-

ten konnten und somit zur Proliferation und Migration fähig waren. Bei den längeren

Inkubationszeiten könnte es durch Verschiebung der extrazellulären Flüssigkeit nach

intrazellulär, bei geringem onkotischen Druck des FW, zu hypertoner Hydratation der

HCE-Zellen geführt haben, so dass sie in ihrer Zellaktivität stagnierten. Zudem ist bei

geringer Proteinkonzentration auch die Menge an Transportproteinen geringer, so dass
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es bei Inkubation mit FW zu einer Malnutrition der HCE- Zellen, bei allgemein gerin-

ger Konzentration nutritiver Substanzen im FW, kam.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass für beide Testsubstanzen keine Toxizität

festgestellt wurde. Die Unterschiede in der Migrations- und Proliferationsförderung

sind durch die verschiedensten Wirkungen und Wechselwirkungen der einzelnen In-

haltsstoffe beider Substanzen erklärbar, ohne dass in unseren Experimenten ein Faktor

mit seiner alleinigen Wirkung isoliert betrachtet werden konnte. Deutlich ist jedoch,

dass Serum von allen Inhaltsstoffen höhere Konzentrationen enthält und sowohl die

Proliferation, als auch die Migration stärker fördert als FW.

4.3 Zelltodanalyse

Der regulierte Zelltod, die Apoptose, ist ein wichtiger Mechanismus gegen virale In-

fektionen und gegen anderweitige Zellveränderungen wie z.B. der Krebsentstehung.

Dieser Zelltodvorgang wird über die Expression von p53 reguliert und induziert. P53

zählt zu den Tumorsuppressorgenen und wird bei Zellschädigung exprimiert. Er funk-

tioniert als Transkriptionsfaktor für “Zelltodproteine” oder durch Unterdrückung des

bcl2- Gens, das für das Überleben der Zelle wichtig ist [51]. Dies ist bis jetzt aber noch

nicht vollständig geklärt. Der Vorgang der Apoptose ist durch Chromatinkondensa-

tion, DNA- Fragmentation mit Karyopyknose und damit Verlust der Lebensfähigkeit

gekennzeichnet [87]. Den Vorgang der DNA- Fragmentation nutzten wir in der Apop-

tosemessung aus, da der verwendete ELISA im Zytoplasma vorkommende Histon- as-

soziierte DNA- Fragmente (Mono- und Oligonucleosomen) nach induziertem Zelltod

nachweist.

Die Nekrose ist das Gegenstück zum regulierten Zelltod, sie läuft völlig unreguliert ab

und wird durch physikalische, chemische und mechanische Schädigung, sowie durch Er-

reger oder Sauerstoffmangel verursacht. Von Frisch und Francis (1994) wissen wir, dass

die Anhaftung auf dem Boden der Zellkulturschale für das Überleben der adhärenten

Zellen vonnöten ist. Wird diese Anhaftung verhindert, so wird, selbst bei immortali-

sierten Zellen, der Zelltod induziert [19]. Dabei wird meist die Zellmembran zerstört,

was zum “Auslaufen” der Zelle und damit zu ihrem Tod führt. Bei Desintegrität der

Zellmembran werden Enzyme freigesetzt, die normalerweise nur innerhalb der Zellen

vorhanden sind, z.B. die Laktatdehydrogenase (LDH).

Bei den Ergebnissen fällt auf, dass bei Serum und FW nach 24 und 48 h annähernd

gleich viele apoptotische Zellen gefunden wurden (siehe Tabelle 3.2). Das zeigt, dass es

bei der Inkubation mit beiden Stoffen zu einem ähnlichen Apoptoseverhalten kommt.
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Deutlich wird auch, dass bei beiden Stoffen nach 48 h, gegenüber der Messung nach

24 h, eine statistisch signifikant geringere Apoptose messbar war. Hiervon ausgenom-

men ist die Konzentration von 6,25 % igem Serum und FW. Die Ergebnisse der LDH-

Messung zur Analyse der Nekrose zeigen im Vergleich zur Apoptosemessung ein um-

gekehrtes Bild. Nach 24 h zeichnete sich eine eher geringe Nekrose ab, die bei den

FW- Proben stärker als bei den Serumproben war. Nach Inkubation über 48 h stieg

die LDH- Konzentration als Nekrosemarker an, bei den FW- Proben wieder stärker

als bei den Serumproben. Dieser Anstieg ist aber nicht signifikant. Nach Inkubati-

on mit unverdünntem Serum wurden die höchsten LDH- Konzentrationen gemessen,

mit einem Maximum nach 48 h. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen waren es in den

durchgeführten Versuchen aber die unverdünnten Testsubstanzen, die zu den stärksten

Migrations- und Proliferationsergebnissen führten.

Nach der Betrachtung einiger Wachstumsfaktoren im Zusammenhang mit der Prolifera-

tion und Migration der HCE- Zellen soll nun deren Einfluss auf den Zelltod dargestellt

werden. EGF und sein Rezeptor verhindern bei intakter Funktion den Zelltod. Bei

Inhibition des EGF- Rezeptors, also Wegfall der EGF- Wirkung, kommt es zu aus-

gedehntem Zelltod mit verschiedenen Merkmalen der Apoptose. Das Überleben der

Keratinozyten wird also unter anderem EGF- abhängig reguliert [67]. Da FW signifi-

kant weniger EGF enthält als Serum, wäre zu erwarten, dass Inkubation mit FW zu

signifikant mehr Apoptose führt, was aber nicht der Fall ist. Das bedeutet, das EGF

nicht allein Zellwachstum und Apoptoseinhibition reguliert. TGF-ß, das modulierend

auf EGF wirkt, aber als Einzelsubstanz wohl keinen direkten Effekt auf Proliferati-

on und Migration hat [50], zeigt hier ebenfalls keine direkte Wirkung. Würde es die

Funktion des EGF reduzieren, wie es von Tsubota angeommen wird [83],[32],[28], wäre

zu erwarten, dass HCE- Zellen nach Inkubation mit Serum (enthält mehr EGF und

TGF-ß als FW) schlechter proliferieren und migrieren und dass damit auch die nutri-

tive und zellschützende Komponente reduziert wird und mehr Zellen in die Apoptose

oder Nekrose gehen. Da dies nicht beobachtbar war, kann von keinem wesentlichen

Einzeleffekt des TGF-ß bezüglich Apoptose oder Nekrose ausgegangen werden.

Ein weiterer epitheliotropher Faktor ist das Fibronektin. Zuständig für die Chemo- und

Haptotaktik der Zellen, könnte bei geringerer Konzentration von schlechterer Zellmo-

tilität und -adhäsion ausgegangen werden. Die Adhäsion der Zellen aneinander und an

dem Zelluntergrund ist ein wesentlicher Faktor für das Überleben der Zellen [19]. Bei

geringer Fibronektinkonzentration könnte somit von höherer Zelltodwahrscheinlichkeit

ausgegangen werden. Da Fibronektin im Serum bedeutend höher als im FW konzen-

triert ist, der Unterschied im Zelltodverhalten aber nur gering und statistisch nicht

signifikant ist, konnte kein konzentrationsabhängiger Vorteil im Überleben der Zellen

festgestellt werden. Gleiches gilt auch für die anderen Wachstumsfaktoren.
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Zusammenfassend konnte in diesen Versuchen festgestellt werden, dass Serum und

FW für sich genommen nicht toxisch auf die Zellen wirken [29],[10],[21],[62], sondern

der Zelltod bei Inkubation mit beiden Substanzen am ehesten durch ein multifakto-

rielles Zusammenspiel der Inhaltsstoffe sowie Malnutrition bei Inkubation mit stark

verdünnten Substanzen bedingt ist.

Nach Auswertung aller Experimente dieser vergleichenden Studie kann also gezeigt

werden, dass Serum die Proliferation und die Migration der HCE- Zellen signifikant

stärker fördert als Fruchtwasser. Beide Testsubstanzen zeigen keine toxischen Eigen-

schaften und sind daher als unbedenklich im Hinblick auf ihre Wirkung auf die HCE-

Zellen einzustufen. Serum enthält von allen gemessenen Inhaltsstoffen signifikant höhere

Konzentrationen als FW und bietet damit den HCE- Zellen die günstigeren epithe-

liotrophen Verhältnisse. Da FW ebenfalls Wachstumsfaktoren enthält, im Gegensatz

zu isotoner Salzlösung, ist damit auch verständlich, dass FW im Vergleich mit isoto-

ner Salzlösung zu signifikant besseren Ergebnissen in der Proliferations- und Migrati-

onsförderung führt, wie die Experimente von Ashley Behrens zeigen.

Im direkten Vergleich mit dem schon klinisch eingesetzten Serum jedoch kann die

proliferations- und migrationsfördernde Potenz vom FW als signifikant geringer einge-

ordnet werden. Weiterführende klinische Studien für die Verwendung von FW können

daher aus unserer Sicht nicht empfohlen werden, da das schon verwendete Serum zu

eindeutig besseren Ergebnissen in der Proliferation und Migration der HCE- Zellen

führt.
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Einleitung: Die Augenoberfläche wird durch den Tränenfilm benetzt, der zur Her-

stellung einer feuchten Gleitschicht für die Lider dient. Zusätzlich enthalten Tränen

Stoffe, die der Immunabwehr dienen und die die Korneaepithelzellen zur Regeneration

nach Verletzungen anregen (z.B. EGF und TGF-ß). Bei trockenem Auge fehlt dieser

Tränenfilm und es kommt zu Erosionen und Ulzerationen. In der Therapie des tro-

ckenen Auges werden daher Augentropfen unterschiedlichster Zusammensetzung ein-

gesetzt. Mittlerweile sind diverse Augentropfen mit benetzenden Eigenschaften entwi-

ckelt worden. Da es aber nicht nur um die Benetzung der Augenoberfläche geht, son-

dern auch die Regenerationsfähigkeit der Korneaepithelzellen mit den AT unterstützt

werden soll, wird intensiv an weiteren Medikamenten geforscht. So werden Augen-

tropfen aus autologem Serum erfolgreich verwendet. Neuerdings ist auch Fruchtwasser

als Tränenersatzmittel in der Diskussion. Fruchtwasser wurde schon in verschiedenen

Studien mit bisher eingesetzten Lösungen verglichen, die zur Augenspülung genutzt

werden, wie isotone Kochsalzlösung oder PBS, bisher aber noch nicht im direkten Ver-

gleich zu Serum- AT. Unser Ziel war es daher, Serum- AT und FW-AT vergleichend

an einem Zellkulturmodell hinsichtlich ihrer proliferations- und migrationsfördernden

Potenz zu untersuchen.

Material und Methoden: Serum wurde von 10 gesunden Freiwilligen (mittleres Al-

ter = 28 ± 6 Jahre) nach standardisiertem Protokoll entnommen und präpariert. Die

FW- Proben (nicht mehr benötigter und sonst verworfener Überstand von routinemäßig

zur humangenetischen Untersuchung eingesandter Proben) von 20 Schwangeren (mitt-

leres Alter = 38± 2 Jahre) der 15.± 1,3 Schwangerschaftswoche wurde uns freundlichst

durch das Institut für Humangenetik der Universität zu Lübeck zur Verfügung gestellt.

Die Serum- Proben lagerten bei − 70 ◦C, die FW- Aliquots lagerten bei − 30 ◦C. Für

die Experimente wurden die Serum- und FW- Proben mit BSS auf die Konzentra-

tionen unverdünnt, 50, 25, 12,5, 6,25 und 0 % verdünnt. Mit diesen Konzentrationen

wurde ein ATP-Assay zur Proliferationsuntersuchung, ein Kolonie- Dispersions- Assay

zur Untersuchung der Migration und ein Apoptose- und Nekrose- Assay zur Zelltodun-

tersuchung durchgeführt. Für diese drei Assays verwendeten wir die humane Hornhau-

tepithelzelllinie RCB1384 als Zellkulturmodell. Desweiteren folgte die Analyse einiger

Wachstumsfaktoren (EGF, TGF- ß, Fibronektin), der Vitamine A und E und weiterer
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Inhaltsstoffe wie Glukose, Totalprotein und Albumin in den Testsubstanzen.

Ergebnisse: Von den gemessenen Inhaltsstoffen enthielt Serum signifikant höhere Kon-

zentrationen (p ≤ 0, 0001) als FW. Beide Testsubstanzen wirkten auf die HCE- Zellen

nicht toxisch. HCE- Zellen, die mit Serum inkubiert wurden, zeigten eine signifikant

bessere Proliferation und Migration als mit FW inkubierte HCE- Zellen. Dabei gilt in

beiden Assays, dass die Förderung der Proliferation beziehungsweise der Migration mit

zunehmender Verdünnung der Testsubstanzen abnimmt. Die stärkste Proliferation der

HCE- Zellen wurde nach Inkubation über 24 h mit unverdünntem Serum beobachtet

(Signifikanz von p ≤ 0, 032 im Vergleich zur Inkubation mit FW unverdünnt). Bei

dem Migrationsassay zeigte ebenfalls die Inkubation mit unverdünnten Serumproben

die stärkste Potenz in der Migrationsförderung. Nach anfänglich ähnlichen Ergebnis-

sen nach Inkubation mit FW und Serum über 24 und 48 h wurde der Unterschied

in der Migrationsförderung beider Substanzen nach Inkubation über 96 h signifikant p

≤ 0, 0001. Die Ergebnisse der Zelltoduntersuchung zeigten dagegen keinen wesentlichen

Unterschied zwischen den Testsubstanzen.

Schlussfolgerung: Serum zeigte in diesen Experimenten wesentlich bessere prolifera-

tions- und migrationsfördernde Effekte auf Korneaepithelzellen als Fruchtwasser, bei

gleichen Ergebnissen in den Apoptoseassays und Nekrosebestimmungen. Damit weist

Serum, in Anbetracht der größeren Konzentrationen an Wachstumsfaktoren und nu-

tritiven Inhaltsstoffen, eine höhere Effektivität in der Unterstützung der HCE- Zellen

bei der Proliferation und Migration auf. FW zeigte gegenüber den Ergebnissen der

Negativkontrollen ebenfalls einen proliferations- und migrationsfördernden Effekt,wie

es von Ashley Behrens im Vergleich mit isotoner Salzlösung beschrieben wurde, blieb

aber in der Wirkung signifikant hinter Serum zurück. Damit können weiterführende

klinische Studien mit Fruchtwasser aus unserer Sicht nicht empfohlen werden, da mit

Serum eine wesentlich potentere Substanz zur Behandlung von Korneaulzerationen zur

Verfügung steht.
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6 Tabellen

6.1 Übersicht zu den Messergebnissen

Analyt Mittelwert SEM Analyt Mittelwert SEM

S 100 % 66,82 13,9 *,+,◦ FW 100 % 30,92 3,99 ‘,◦

S 50 % 65,78 15,6 *,+ FW 50 % 29,38 7,10 ‘
S 25 % 56,32 12,88 + FW 25 % 27,72 6,46 ‘
S 12,5 % 47,84 6,52 *,+,◦ FW 12,5 % 21,67 4,54 ‘,◦

S 6,25 % 28,36 5,52 +,◦ FW 6,25 % 7,23 3,15 ‘,◦

S 0 % 5,98 2,29 FW 0 % 4,06 1,50

Tabelle 6.1: Proliferation nach Inkubation über 6h. SEM = Standardfehler; * = signifikante Unter-

schiede zwischen Serum 100 %, 50 % und 12,5 % zu Serum der Konzentration von 6,25

% (p ≤ 0, 04); += signifikante Unterschiede zum Serum der Konzentration von 0 % (p
≤ 0, 001), ‘= signifikante Unterschiede zum FW der Konzentrationen von 6,25 % und

0 % (p ≤ 0, 02), ◦ = Signifikanz zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen

(p ≤ 0, 03)

Analyt Mittelwert SEM Analyt Mittelwert SEM

S 100 % 79,15 19,19 *,+,◦ FW 100 % 8,42 2,16 ‘,◦

S 50 % 32,00 9,09 *,+,◦ FW 50 % 6,85 2,44 ‘,◦

S 25 % 18,52 7,95 + FW 25 % 2,93 1,65
S 12,5 % 15,98 3,63 *,+,◦ FW 12,5 % 0,34 0,28 ◦

S 6,25 % 22,08 0,86 +,◦ FW 6,25 % 0,16 0,11 ◦

S 0 % 0,36 0,23 FW 0 % 0,12 0,11

Tabelle 6.2: Proliferation nach Inkubation über 24h. SEM = Standardfehler; * = signifikante Un-

terschiede zwischen Serum 100 %, 50 % und 12,5 % zu Serum der Konzentration von

6,25 % (p ≤ 0, 04); += signifikante Unterschiede zum Serum der Konzentration von

0 % (p ≤ 0, 04), ‘= signifikante Unterschiede zum FW der Konzentrationen von 12,5

%, 6,25 % und 0 % (p ≤ 0, 003), ◦ = Signifikanz zwischen beiden Substanzen gleicher

Konzentrationen (p ≤ 0, 03)
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Analyt Mittelwert SEM Analyt Mittelwert SEM

S 100 % 73,19 21,19 *,◦ FW 100 % 7,29 2,51 ◦

S 50 % 64,93 21,73 *,◦ FW 50 % 4,85 1,46 ◦

S 25 % 57,68 16,98 *,◦ FW 25 % 5,02 3,30 ◦

S 12,5 % 34,07 11,30 *,◦ FW 12,5 % 0 /a
S 6,25 % 4,87 1,00 ◦ FW 6,25 % 0 /a
S 0 % 0 /a FW 0 % 0 /a

Tabelle 6.3: Proliferation nach Inkubation über 48h. SEM = Standardfehler; /a Berechnung nicht

möglich; * = signifikante Unterschiede zum Serum der Konzentration von 6,25 % (p ≤
0, 01); ◦ = Signifikanz zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen (p ≤ 0, 01)

Analyt Mittelwert SEM

Nullpunkt 90160 2355
S 25 % 94069 4593 *,
S 50 % 109458 4674 ‘,◦

S 100 % 103178 3690 ‘,
FW 50 % 97864 2840 ‘,◦

FW 100 % 100807 6927 *,

Tabelle 6.4: Migration nach Inkubation über 24h. SEM = Standardfehler; * = keine signifikanten

Unterschiede zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen sowie zum Null-

punkt; ‘= signifikanter Unterschied zum Nullpunkt (p ≤ 0, 05); ◦ = Signifikanz zwischen

beiden Substanzen (p ≤ 0, 05)

Analyt Mittelwert SEM

Nullpunkt 90160 2355
S 25 % 109283 5229 *
S 50 % 123070 7281 *,‘
S 100 % 134476 8919 *,‘
FW 50 % 105384 6451 *,‘
FW 100 % 130903 8354 *

Tabelle 6.5: Migration nach Inkubation über 48h. SEM = Standardfehler; * = keine signifikanten

Unterschiede zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen; ‘= signifikanter

Unterschied zum Nullpunkt (FW p ≤ 0, 05, Serum p ≤ 0, 005)
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Analyt Mittelwert SEM

Nullpunkt 90160 2355
S 25 % 113908 2368 *
S 50 % 144214 5945 ‘,◦

S 100 % 190393 7701 ‘,◦

FW 50 % 97805 4069 ‘
FW 100 % 127454 9910 *

Tabelle 6.6: Migration nach Inkubation über 96h. SEM = Standardfehler; * = keine signifikan-

ten Unterschiede zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen und zum Null-

punkt; ‘= signifikanter Unterschied zum Nullpunkt (FW p ≤ 0, 05, Serum p ≤ 0, 005),
◦ = Signifikanz zwischen beiden Substanzen (p ≤ 0, 0001)

Analyt Mittelwert (U) SEM

S 100 % 0,86 0,24 *
S 50 % 0,57 0,11 *
S 6,25 % 0,81 0,16 *
FW 100 % 0,79 0,24 *
FW 50 % 0,71 0,15 *
FW 6,25 % 0,43 0,12 *

Tabelle 6.7: Apoptose- Messung nach 24h, SEM = Standardfehler; * = keine signifikanten Unter-

schiede zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen

Analyt Mittelwert (U) SEM

S 100 % 0,27 0,05 *
S 50 % 0,25 0,03 ◦

S 6,25 % 0,79 0,13 *
FW 100 % 0,24 0,06 *
FW 50 % 0,47 0,09 ◦

FW 6,25 % 1,08 0,77 *

Tabelle 6.8: Apoptose- Messung nach 48h, SEM = Standardfehler; * = keine signifikanten Unter-

schiede zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen, ◦ = Signifikanz p ≤ 0, 03
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Analyt Mittelwert (U) Analyt Mittelwert (U)

S24h 100 % 0,27 ◦ S48h 100 % 0,86 ◦

S24h 50 % 0,25 ◦ S48h 50 % 0,57 ◦

S24h 6,25 % 0,79 * S48h 6,25 % 0,81 *
FW24h 100 % 0,24 ◦ FW48h 100 % 0,79 ◦

FW24h 50 % 0,47 * FW48h 50 % 0,71 *
FW24h 6,25 % 1,08 * FW48h 6,25 % 0,43 *

Tabelle 6.9: Apoptose- Messung nach 24 und 48h, SEM = Standardfehler; * = keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Zeiten 24 und 48h gleicher Testsubstanzkonzentration, ◦ =

signifikante Unterschiede zwischen den Zeiten 24 und 48h gleicher Substanzkonzentra-

tion (p ≤ 0, 03 )

Analyt Mittelwert U/l SEM

S 100 % 1,89 1,05 *
S 50 % 0,0001 0,0001 ◦

S 6,25 % 0,52 0,52 ◦

FW 100 % 2,8 1,18 *
FW 50 % 2,6 0,88 ◦

FW 6,25 % 4,36 0,77 ◦

Tabelle 6.10: LDH- Messung nach 24h, SEM = Standardfehler; * = keine signifikanten Unterschiede

zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen, ◦ = Signifikanz p ≤ 0, 01

Analyt Mittelwert U/l SEM

S 100 % 6,13 2,62 *
S 50 % 1 1 *
S 6,25 % 1,68 0,82 ◦

FW 100 % 3,6 1,42 *
FW 50 % 3,25 1,24 *
FW 6,25 % 6,36 1,01 ◦

Tabelle 6.11: LDH- Messung nach 48h, SEM = Standardfehler; * = keine signifikanten Unterschiede

zwischen beiden Substanzen gleicher Konzentrationen, ◦ = Signifikanz p ≤ 0, 002
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öh

rc
h
en

15
m

l
18

82
71

T
is

su
e

C
u
lt

u
re

F
la

sk
s

25
0

m
l

65
81

75
G

re
in

er
B

io
O

n
e

G
re

in
er

B
io

-O
n
e

G
m

b
H

,
F
le

x
ip

er
m

M
ic

ro
12

90
01

14
36

S
tu

tt
ga

rt
,
D

eu
ts

ch
la

n
d

R
öh
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Universitätsklinikums Schleswig-Holsteins, Campus Lübeck, für die Bereitstellung des
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die freundliche Unterstützung und die Bereitstellung der Fruchtwasserproben. Ohne sie

wäre diese Arbeit nicht möglich gewesen.
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Deutschland
28.03.- 17.07.2009 3.Tertial: Radiologie, Kantonsspital Schaffhausen; Schweiz
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