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~Wenn Sie die Art und Weise &ndern, wie Sie die Dinge

betrachten, &ndern sich die Dinge, die Sie betrachten.*”

Max Planck (1858-1947)
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Einleitung

Der Nachstar ist, insbesondere bei Kindern, eine haufige Komplikation der
Kataraktoperation. Dabei kann eine durch den Transforming Growth Factor Beta (TGFf3)
induzierte epithelial-mesenchymale Transition (EMT) zur Nachstarentstehung beitragen.
Jedoch sind die zugrundeliegenden Prozesse des Nachstars im Kindesalter weitgehend
unerforscht. Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrten Untersuchungen sollen
zu einem verbesserten Verstandnis dieser Erkrankung beitragen und somit eine

Grundlage fur zukunftige therapeutische Ansatze schaffen.

Methoden

Klinische Merkmale von 40 Kindern mit Katarakt wurden mit dem Wachstumsverhalten
von kindlichen Linsenepithelzellen (pLEC) in vitro korreliert. Vorderkapseln mit pLEC
konnten wahrend Kataraktoperationen an Kindern gewonnen und kultiviert werden. Die
Genexpressionen von aB-Crystallin (CRYAB) und Connexin-43 (Cx43) als epitheliale
Marker und av-Integrin (ITGAV), a-smooth muscle actin (aSMA), Kollagen-la2 (COL1A2)
sowie Fibronektin-1 (FN1) als mesenchymale Marker wurden vor und nach Stimulation
der Zellen mit TGFB-2 quantifiziert. Anschliel3end folgten Kontrollexperimente an der
Linsenzelllinie (HLE-B3).

Ergebnisse

54 Vorderkapseln von 40 Kindern im Alter von 1 bis zu 180 Monaten wurden enthommen.
In 44 % der Kapseln von Patienten bis zu 12 Monaten und in 33 % von Kindern im Alter
von 13 bis zu 60 Monaten konnte ein Zellauswuchs beobachtet werden, wahrend lediglich
6 % der Kapseln von Kindern Uber 60 Lebensmonate ein Zellauswuchs zeigten. Die
MRNA-Expression von CRYAB (in HLE-B3 Zellen), ITGAV (in HLE-B3 Zellen), COL1A2
und FN1 (in pLEC und HLE-B3 Zellen) erhdhte sich durch die Stimulation mit TGF(-2

signifikant.

Schlussfolgerung

Patientenmerkmale, insbesondere das Alter zum Zeitpunkt der Kataraktoperation,
beeinflussen das Proliferationsverhalten von pLEC in vitro. Die Genexpressionsprofile
von pLEC und HLE-B3 deuten darauf hin, dass ITGAV, COL1A2 und FN1 an der EMT
beteiligt sind.
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ABSTRACT

Der nachfolgende Text sowie die deutsche Kurzzusammenfassung entsprechen
dem Abstrakt der folgenden Arbeit:

Wernecke L, Keckeis S, Reichhart N, Straufy O, Salchow DJ. Epithelial-Mesenchymal
Transdifferentiation in Pediatric Lens Epithelial Cells. Invest Ophthalmol Vis Sci.
2018;59(15):5785-94. (1) doi:https://doi.org/10.1167/iovs.18-23789; lizenziert unter
CC-BY 4.0; https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

“Purpose

Posterior capsule opacification (PCO) is a complication after cataract surgery, particularly
in children. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) of lens epithelial cells, mediated by
transforming growth factor beta (TGF(), contributes to PCO. However, its pathogenesis
in children is poorly understood. We correlated cell growth in culture with patient
characteristics, studied gene expression of pediatric lens epithelial cells (pLEC), and

examined the effects of TGF[(3-2 on these cells in vitro.
Methods

Clinical characteristics of children with cataracts correlated with growth behavior of pLEC
in vitro. mMRNA expression of epithelial (aB-crystallin, connexin-43) and mesenchymal
(av-integrin, a-smooth muscle actin, collagen-la2, fibronectin-1) markers was quantified

in pLEC and in cell line HLE-B3 in the presence and absence of TGF{-2.
Results

Fifty-four anterior lens capsules from 40 children aged 1 to 180 months were obtained.
Cell outgrowth occurred in 44% of the capsules from patients < 12 months and in 33% of
capsules from children aged 13 to 60 months, but in only 6% of capsules from children
over 60 months. TGF[B-2 significantly upregulated expression of aB-crystallin (HLE-B3),
av-integrin (HLE-B3), collagen-la2, and fibronectin-1 (in pLEC and HLE-B3 cells).

Conclusion

Patient characteristics correlated with growth behavior of pLEC in vitro, paralleling a
higher clinical incidence of PCO in younger children. Gene expression profiles of pLEC
and HLE-B3 suggest that upregulation of av-integrin, collagen-la2, and fibronectin-1 are
involved in EMT.”
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1. EINLEITUNG

1.1 Anatomie und Funktion der Linse

Die Linse stellt den Bestandteil des dioptrischen (lichtbrechenden) Apparates des Auges
dar, der die Funktion der Akkommodation vollzieht (2). Durch Anderung ihrer Krimmung
kann die Brechkraft angepasst werden, sodass Gegenstande in verschiedenen
Entfernungen fokussiert werden kdnnen (2).

Die Linse entsteht aus dem Ektoderm und beinhaltet zwei verschiedene Zelltypen:
Linsenepithelzellen sowie Linsenfaserzellen (2-4). Umschlossen ist die Linse von einer
Kapsel (2, 3). Das vordere einschichtige Epithel besteht aus einem Verband von polar
angeordneten Zellen (3). Unterhalb des Linsenepithels erstreckt sich ein dichtes System
aus Linsenfaserzellen, welche durch einen dinnen langlichen Zellkdrper gekennzeichnet
sind (3).

Im ausdifferenzierten Zustand besitzen Linsenfaserzellen weder Zellkern noch
Zellorganellen (3). Linsenepithelzellen kdnnen nach Abschluss der Embryonalphase im
Bereich des Linsenaquators zu Linsenfaserzellen differenzieren (3, 4). Sie verlieren dabei
ihren Kern sowie weitere Zellorganellen und lagern sich schalenformig um die bereits
bestehenden embryonalen Linsenfaserzellen herum an (2, 3). Die auf diese Weise
lebenslang neu entstehenden Linsenfasern fuhren dazu, dass das Gewicht der Linse mit
fortschreitendem Alter zunimmt (2). Zugleich findet kein Austausch von Zellen statt (3).
Somit unterliegt die Linse einem stetigen physiologischen Alterungsprozess (2).

Eine Tribung der Linse wird als ,Grauer Star” oder ,Katarakt“ bezeichnet (2). Sie fuhrt zu

einer Sehverschlechterung, die bis hin zur Erblindung reichen kann.

1.2 Besonderheiten der kindlichen Katarakt und der Prozess der

epithelial-mesenchymalen Transition bei der Nachstarentstehung

Obwohl die Katarakt eine typische Erkrankung des hdheren Lebensalters ist, kann sie
auch Kinder betreffen. Tritt sie bereits bei der Geburt oder im Kindesalter auf, bezeichnet
man diese als kongenitale bzw. infantile Katarakt (Abbildung 1). Weltweit sind nur etwa
4,24 von 10 000 Kindern betroffen (5). Dennoch hat die kindliche Katarakt einen recht
grofRen Anteil an den therapierbaren Erblindungen bei Kleinkindern (6, 7).

Ursachen einer kindlichen Katarakt kdnnen intrauterine Infektionen wie beispielsweise
Toxoplasmose, Roételnvirus, Zytomegalievirus, Herpes-Simplex-Virus, Epstein-Barr-Virus

oder Syphilis sein (8-10). DarUber hinaus entstehen kindliche Katarakte im Rahmen von
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Stoffwechselstérungen wie z. B. der Galaktosamie (8, 9, 11). Zudem sind Assoziationen
verschiedener okularer Fehlbildungen (Mikrophthalmus, Aniridie, persistierender
hyperplastischer primarer Glaskdrper usw.) mit einer Linsentribung beschrieben (10).
Ein betrachtlicher Anteil der kindlichen Katarakte wird vererbt oder tritt im Rahmen von
genetischen Anomalien (Zellweger-Syndrom, Lowe-Syndrom, Trisomie, Turner-Syndrom
usw.) auf (8, 10, 11). Sekundar sind u. a. intraokulare Entzindungen (z. B. Uveitis),
Strahlenexpositionen (z. B. Rontgen) oder Traumata fur die Kataraktentstehung von
Bedeutung. Zudem scheinen Kinder mit einem niedrigen Geburtsgewicht gehauft an
einer bilateralen kongenitalen Katarakt zu erkranken (12).

Die klinische Symptomatik ist variabel und abhangig von der Dichte der Tribung sowie
dem Zeitpunkt ihres Auftretens. Oft wird die Katarakt im Rahmen einer

Routineuntersuchung beim Kinderarzt entdeckt, oder sie tritt u. a. durch Strabismus,

Leukorie beziehungsweise eine verzogerte kindliche Entwicklung in Erscheinung.

Abbildung 1. Beidseitige kongenitale Katarakt eines Sauglings.

Bildquelle: Mit freundlicher Genehmigung von Herrn Prof. Dr. med. Daniel J. Salchow (Berlin).

Vor allem die ersten Lebensmonate sind als sensitive Phase der Entwicklung der
Sehfahigkeit essentiell (2). In dieser Phase konnen Linsentribungen eine irreversible
Schwachsichtigkeit (Amblyopie) des Auges verursachen (2). Um der amblyogenen
Wirkung der Katarakt vorzubeugen, ist ein frihzeitiges operatives Vorgehen innerhalb
der ersten Lebenswochen unverzichtbar (13). Goldstandard ist die Katarakt-Operation,
wobei die Vorderkapsel mittels Vitrektom oder Pinzette eréffnet (Kapsulorhexis) und das
Linsenmaterial durch ein Saug-Spul-System entfernt wird. Ergénzend dazu er6ffnet man

bei Kindern die Hinterkapsel und fuhrt eine vordere Glaskorperentfernung (anteriore
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Vitrektomie) durch (13-15). Diese zusatzlichen Interventionen sind notwendig, weil
jungere Kinder ein deutlich erhdhtes Risiko fur eine Nachstarentwicklung aufweisen (16).
Der Nachstar, eine Trubung der hinteren Linsenkapsel nach einer Kataraktoperation, ist
vor allem bei Kindern eine gefurchtete haufige Komplikation. Bei Belassen der
Hinterkapsel entsteht bei vielen Kindern postoperativ ein Nachstar (16-18). Kinder unter
sechs Jahren entwickeln signifikant haufiger einen Nachstar als altere Kinder (16).

Bei erwachsenen Patienten ist eine vollstandige Entfernung aller Linsenepithelzellen
intraoperativ kaum machbar, sodass im Kapselsack verbleibende Linsenepithelzellen
proliferieren und zur visuellen Achse migrieren kénnen (17, 19). Dies ist bei Kindern
starker ausgepragt und haufiger zu beobachten als bei Erwachsenen. Gleichzeitig
durchleben einige dieser Zellen unter dem Einfluss des Wachstumsfaktors Transforming
Growth Factor Beta (TGFB) eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) zu
mesenchymalen Zellen (4, 20-22).

Wahrend die Eroffnung der hinteren Kapsel mittels Neodym (Nd): YAG-Laser bei
Erwachsenen eine mogliche Therapieoption des Nachstars darstellt, ist dies aufgrund
mangelnder Fixation und Compliance bei jungeren Kindern oft nicht moglich (14). Da die
Sehentwicklung im Kindesalter sehr vulnerabel ist (2), sind beim Auftreten eines
Nachstars im Kleinkindalter oft weitere chirurgische Eingriffe notwendig, um eine klare
visuelle Achse zu schaffen und eine Amblyopie zu verhindern (14, 16).

Trotz des klinischen Bedarfs war die Pathophysiologie des Nachstars bei Kindern bisher
nur selten Gegenstand der Forschung und wird daher nur unzureichend verstanden.

Da die Katarakt im Kindesalter eine seltene Erkrankung darstellt, basieren die derzeitigen
Hypothesen vor allem auf der Erforschung des Nachstars mittels adulter humaner Zellen
oder tierexperimenteller Modelle (23-29). Die genauen zugrundeliegenden Prozesse und
beteiligten Wachstumsfaktoren sind bislang nicht vollstandig verstanden.

Unter physiologischen Bedingungen weisen Epithelzellen eine polare Struktur auf und
sind durch Zellkontakte miteinander verbunden (3, 4, 30). Im Zuge einer
epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) verlieren die Epithelzellen Polaritat und Zell-
Zellkontakte (30). Neben dem Verlust der epithelialen Eigenschaften differenzieren die
Zellen zu einem migratorischen mesenchymalen Phanotyp (30). Experimente an adultem
menschlichen (24) und tierischem (23, 25, 26) Material sowie an Zelllinien (24, 31)
verdeutlichten, dass der Wachstumsfaktor TGF@ bei der EMT in Linsenzellen eine
entscheidende Rolle spielt (4, 20, 29).
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Das vor allem aus der Tumorforschung bekannte Zytokin ist fur seine dichotome Wirkung
bekannt. Dabei verhindert es in frGthen Tumorstadien durch einen Zellzyklusarrest
einerseits ein unkontrolliertes Wachstum und induziert andererseits in spateren Stadien
die Tumorprogression, Metastasierung und Dedifferenzierung beteiligter Zellen (32, 33).
In Linsenzellen bewirkt der Wachstumsfaktor eine vermehrte Produktion von Proteinen,
die als mesenchymale Marker gelten, sowie eine morphologische Transformation in
einen spindelféormigen Zellkdrper (23, 26, 34). Dabei wird a-smooth muscle actin (aSMA),
ein charakteristisches Merkmal fur EMT, in den spindelférmigen Zellen
nachgewiesen (27, 34). Zunachst wurde vermutet, dass aSMA mit der Matrixkontraktion
assoziiert ist (35), jedoch zeigen neuere Untersuchungen, dass ein Gen-Knockdown von
aSMA die durch TGFf hervorgerufene Kontraktion nicht hemmen kann (21, 24).
Zugleich kommt es bei dem Prozess der EMT zu einer vermehrten Produktion von
Kollagen (25, 27), Fibronektin (24, 25, 34) und weiteren Proteinen der Extrazellularmatrix,
die als mesenchymale Marker gelten (20). Fibronektin kann verschiedenste Prozesse
induzieren, die die Migration (36) oder Differenzierung von Zellen steuern (37).

Zudem werden a-Integrin Untereinheiten (ITGAV) unter Einfluss von TGF@ verstarkt
exprimiert (38) und kénnen in Nachstarmodellen postoperativ vermehrt nachgewiesen
werden (39, 40). Ein Fehlen von ITGAV in Knock-out Mausen fuhrt postoperativ zu einer
verminderten  Expression  mesenchymaler Marker und  beeinflusst den
TGFB-Signalweg (40), sodass diese Membranrezeptoren eine Rolle bei der TGF(
Aktivierung im Rahmen der Nachstarentstehung spielen konnten (41). Demgegenuber
wird die Expression epithelialer Marker wie Connexin-43 (Cx43) durch den
Wachstumsfaktor reduziert (34).

Des Weiteren ist aB-Crystallin (CRYAB) reichlich in Linsenepithelzellen vorhanden (42)
und kann durch eine Chaperon-ahnliche Aktivitat vor stressinduzierter Apoptose sowie
Proteinaggregation schutzen (43, 44). Neben den zahlreich beschriebenen Mutationen
im aa-Crystallin-Gen koénnen auch Mutationen im as-Crystallin-Gen ursachlich far
autosomal-dominante kongenitale Katarakte sein (43, 45, 46).

TGFB wird als inaktives Vorlauferprotein sezerniert (20, 32). Beim Menschen sind drei
verschiedene TGFB Isoformen bekannt, wobei das im Auge dominierende
TGFB-2 (22, 47) als potente Isoform hinsichtlich der Induktion einer EMT angesehen
wird (26). Nach Bindung von TGF3 an den TGF Rezeptor Il (TBRII) bildet dieser mit dem
TGFB Rezeptor | (TBRI) einen Komplex (32, 48, 49).
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Da die Rezeptoren der Klasse der Serin/Threoninkinasen angehdren, kann TRRIlI den
TBRI durch Phosphorylierung in einen aktiven Zustand versetzen (49). Die induzierte
Konformationsanderung erlaubt eine Interaktion mit den rezeptorregulierten Smads 2
und 3. Diese werden durch den TBRRI an ihrem C-terminalen Ende phosphoryliert und
damit aktiviert (32, 48, 49). Nach Ablésung vom Rezeptorkomplex translozieren sie
zusammen mit Smad 4 in den Nukleus, wo sie die Transkription verschiedener Zielgene
steuern (32, 48, 49). Demgegenuber agiert Smad 7 als Inhibitor, indem er u. a. mit
Smad 2 und 3 um die Bindungsstelle am TBRI konkurriert und somit deren Aktivierung
unterbindet (32, 48). Dawes et al. konnten in ihrer Arbeit die Notwendigkeit von Smad 4
fur die Expression von aSMA und Fibronektin nachweisen (50). Gleichzeitig hat ein Gen-
Knockdown von Smad4 keinen Einfluss auf die durch TGFB hervorgerufene
Matrixkontraktion (50). Zusammen mit der TGFB-induzierten Aktivierung von
Smad-unabhangigen Signalwegen wie ERK und p38 in Linsenepithelzellen scheint die
Expression der mesenchymalen Marker aSMA und FN sowie die Matrixkontraktion Gber
unterschiedliche Signalwege vermittelt zu sein (50). Folglich kann die Wirkung von TGFf3
im Rahmen der Nachstarentstehung auf verschiedene komplexe Signalkaskaden sowie
Wechselwirkungen dieser zurtckgefuhrt werden.

Aus der TGFB-vermittelten Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) ergibt sich
ein weiterer Smad-unabhangiger Signalweg, der im Rahmen der EMT eine Rolle
spielt (49, 51). Vereinfacht beschrieben fuhrt der dadurch induzierte Signalweg zu einer
Phosphorylierung und Aktivierung der Akt-Kinase (49). Nach Aktivierung von mTOR
phosphoryliert dieses die Protein-S6-Kinase 1 und induziert die Translation von
Proteinen, die bei der EMT beteiligt sind (49). In Linsenepithelzellen scheint der
PI3K-Akt-mTOR-Signalweg zur EMT beizutragen, was durch die Hemmung
TGFB-2-vermittelter EMT durch Inhibitoren der PI3K oder durch mTOR-Inhibitoren
verdeutlicht wird (34, 52).
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1.3 Ziele und Fragestellungen der Arbeit

Bei Kindern sind die zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse des Nachstars,

der Einfluss des Wachstumsfaktors TGF[3-2 sowie das gehaufte Auftreten bei jungeren

Kindern bisher unzureichend verstanden.

Das Anliegen dieser Dissertation ist es, die molekularen Grundlagen und den

Pathomechanismus bei der Nachstarentstehung im Kindesalter zu ermitteln und genauer

zu verstehen. In dieser Arbeit wurden sowohl von Spendern stammende kindliche

Linsenepithelzellen als auch Zellen der Zelllinie HLE-B3 zur Untersuchung der mdglichen

Mechanismen einer Nachstarentstehung verwendet.

Im Einzelnen sollen die folgenden Fragestellungen beantwortet werden:

Gibt es klinische Merkmale, die das Zellwachstum in vitro beeinflussen?

Welches Genexpressionsmuster charakterisiert die kindlichen
Linsenepithelzellen?

Wie unterscheiden sich die kindlichen Linsenepithelzellen und die Zellen der
Zelllinie HLE-B3 bezuglich der Genexpression?

Welchen Effekt hat der Wachstumsfaktor TGFB-2 auf die Genexpression

kindlicher Linsenepithelzellen?
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2. METHODEN UND MATERIAL

Anteile der vorliegenden Arbeit wurden veroéffentlicht in:

Wernecke L, Keckeis S, Reichhart N, Straufy O, Salchow DJ. Epithelial-Mesenchymal
Transdifferentiation in Pediatric Lens Epithelial Cells. Invest Ophthalmol Vis Sci.
2018;59(15):5785-94. (1) doi:https://doi.org/10.1167/iovs.18-23789; lizenziert unter
CC-BY 4.0; https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

2.1 Richtlinien

Zur Durchfihrung dieser Studie wurde eine Genehmigung der Ethikkommission der
Universitatsklinik Charité eingeholt. Die Eltern der Patienten stimmten der Entnahme von
kindlichen Vorderkapseln sowie deren Einsatz in der Forschung zu. Die ,Grundsatze der
Charité zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ wurden zu jedem Zeitpunkt dieser

Arbeit gewahrt.

2.2 Patientendaten

40 Kinder mit ein- oder beidseitiger Katarakt im Alter zwischen ein und 180 Monaten, die
sich in der Klinik fir Augenheilkunde der Universitatsklinik Charité vorstellten, wurden in
die Studie eingeschlossen.

Die klinischen Befunde der Patienten wurden retrospektiv aus der elektronischen
Patientenakte (SAP Deutschland SE & Co. KG, Walldorf) entnommen. Als klinische
Merkmale wurden Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation, Geschlecht sowie
Lateralitat der Katarakt erhoben. Zudem wurden Hinweise auf eine mogliche Atiologie,
wie beispielsweise eine positive Familienanamnese fur kongenitale Katarakte oder das
Vorhandensein von Erkrankungen, die mit einer Katarakt vergesellschaftet sein konnen
(z. B. Trisomie 21, kraniofaziale Syndrome oder Galaktosamie), erfasst. SchlieRlich
konnten die Katarakte hinsichtlich ihrer Morphologie klassifiziert und folgende
Katarakttypen unterschieden werden: vorderer Polstar, hinterer Polstar, Cataracta totalis,
Cataracta zonularis, Cataracta subcapsularis posterior, Katarakte bei persistierender
fetaler Vaskularisation (PFV) und komplexe Katarakte. Existierten keine genauen
Angaben zur Kataraktart, wurden diese als ,nicht ndher bezeichnet® klassifiziert.

Weiterhin wurden okulare Begleiterkrankungen wie Strabismus oder Nystagmus notiert.
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2.3 Zellkultur
2.3.1 Zellkultur kindlicher Linsenepithelzellen (pLEC)

Insgesamt konnten 54 vordere Linsenkapseln unter sterilen Bedingungen mittels
manueller kurvilinearer Kapsulorhexis bei Kindern entnommen werden. Zur Kultivierung
der primaren Linsenepithelzellen wurde die Methode nach Ibaraki (53) weiterentwickelt.
Zunachst wurden die Vorderkapseln mit anheftenden pLEC nach der Entnahme auf ein
35 mm grolRes Kulturgefal® (Eppendorf, Hamburg) Uberfuhrt. Nach einer funfminttigen
Ruhephase wurden sie mit 60 yl Dulbecco's Modified Eagle Medium/F-12 (Sigma-
Aldrich, Schnelldorf) bedeckt. Dieses enthielt 20 % fetales Kalberserum (FKS, PAA,
Pasching, Osterreich) sowie 1% Penicillin-Streptomycin  (Biochrom, Berlin).
AnschlieRend erfolgte eine Befestigung der Vorderkapseln mittels Deckglasern (Thermo
Fisher Scientific, Dreieich) am Boden der Petrischale, um einen Kontakt mit dieser
sicherzustellen. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C im CO2 begasten Brutschrank
(Thermo Fisher Scientific). Nach 24 h konnte 1 ml Kulturmedium vorsichtig zur
Petrischale hinzugefligt werden, ohne dabei das Probenmaterial zu berthren. Das
Medium wurde jeden dritten Tag gewechselt. Dabei zeigten 16 Kapseln ein
Zellwachstum. Sechs dieser Kapseln (Passage 0) konnten fur weitere Experimente
verwendet werden. Die Zellen der restlichen Kapseln wurden an Tag 13 passagiert,
indem sie mit PBS (Biochrom) gewaschen, anschlieend mit Accutase (PAA) abgeldst
und nach erfolgter Zentrifugierung in ein neues Kulturgefal® tuberfihrt wurden. Nach etwa
sechs Tagen wiesen die Zellen eine Konfluenz auf, wurden erneut passagiert und auf je
zwei Wells (Falcon, Durham, USA) aufgeteilt. Nach Erreichen einer 70%igen Konfluenz
wurden die Zellen der Passage 2 fur 24 h in einem serumfreien Medium kultiviert, bevor
sich eine 48-stundige Stimulation mit 10 ng/ml TGFB-2 (Sigma-Aldrich) anschloss. Als
Kontrolle dienten Zellen ohne Stimulation mit TGFB-2. Wahrend der Kultivierung erfolgte
eine tagliche lichtmikroskopische Untersuchung (Zeiss, Jena; Leica, Wetzlar) der

Linsenkapseln und der anheftenden Zellen.

2.3.2 Zellkultur der Linsenzelllinie HLE-B3

Zur Validierung der von den pLEC erhaltenen Daten diente die Zelllinie HLE-B3 (ATCC,
Manassas, USA). Die Bereitstellung eines STR-Analysezertifikats durch die Firma ATCC
ermoglichte eine Authentifizierung dieser Zellen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in

einem Begasungsbrutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 im Eagle’s Minimum Essential
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Medium (ATCC), welches 20 % FKS enthielt. Nach Erreichen der Konfluenz der
immortalisierten Zellen wurden sie unter Verwendung von 0,05 % Trypsin- 0,02 % EDTA
(PAA) passagiert. Analog zu den kindlichen Linsenepithelzellen analysierte man die

Expressionsprofile der HLE-B3 Zellen in An- und Abwesenheit von TGF[3-2.

2.4 Quantitative Expressionsanalyse

2.4.1 RNA-Isolierung
2.4.1.1 RNA-Isolierung mittels TRI Reagent

Die Isolierung der Ribonukleinsdure (RNA) ermoglicht die Genexpressionsanalyse in
Zellen und Geweben (54). Da die RNA sehr anfallig gegentber Ribonukleasen (RNasen)
ist (54), wurden RNase-freie Materialien verwendet. Bei Kontamination der RNA mit
RNasen kénnen diese Enzyme die RNA hydrolytisch spalten. Zur Eliminierung moglicher
RNasen wurde das Reagenz ,RNase AWAY" (Thermo Fisher Scientific) genutzt.

Die RNA-Isolierung der kindlichen Linsenepithelzellen erfolgte mittels TRI Reagent
(Sigma-Aldrich). Diese Substanz basiert auf der von Chomczynski und Sacchi
beschriebenen ,single-step“ RNA-Isolierung (54).

Hierbei erlaubt die Verwendung verschiedener Bestandteile wie Phenol,
Guanidiniumthiocyanat oder Chloroform die Auftrennung der jeweiligen Probe in RNA,
DNA und Proteinen (54). Es resultiert eine Separierung der Probe. Dabei enthalt die
obere wassrige Phase die RNA (54). Darauf folgen die Interphase, in welcher sich die
DNA befindet, sowie die angrenzende Phenolphase (54). Die RNA-Isolierung mittels
TRI Reagent wurde an das Herstellerprotokoll angelehnt durchgefihrt.

Nachdem das Wachstumsmedium aus der Kulturflasche entfernt wurde, figte man
1000 pl TRI Reagent zum Kulturgefal® hinzu. AnschlieRend konnten die Zellen durch
wiederholtes Aufziehen der Pipette (Eppendorf) lysiert werden. Nach Uberfiihrung der
Ldsung in ein neues Tube (Sarstedt, Nimbrecht) erfolgte eine Inkubation flr 5 min bei
Umgebungstemperatur. Nach Beimengung von 200 ul Chloroform (Sigma-Aldrich) wurde
das Roéhrchen fur 15 s geschwenkt und weitere 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Durch eine 15-minutige Zentrifugation der Probe bei 4 °C und 12.000 x g segmentierte
sich die Losung, sodass die obere wassrige Schicht in ein neues Tube uberfihrt werden
konnte. Zur besseren Visualisierung wurden anschlieend 2 pl ,Pellet Paint“ (Novagen,
San Diego, USA) sowie 100 yl 3 M Natriumacetat (Novagen) unter vorsichtigem
Vermischen hinzugefligt. Die Prazipitation erfolgte mit 500 ul Isopropanol (100 %, Carl

Roth, Karlsruhe). Danach schloss sich eine funfminatige Inkubation der Probe bei -20 °C

9



METHODEN UND MATERIAL

an. Nach erneuter Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C und 12.000 x g konnte der Uberstand
entfernt und mit der Aufreinigung des resultierenden pinkfarbenen RNA-Pellets mittels
1000 pl Ethanol (75 %, Sigma-Aldrich) begonnen werden. Nun wurde die Zentrifugation
fur weitere 5 min wiederholt. Ein weiterer Waschschritt mit 100%igem Ethanol wurde
durchgefiihrt. SchlieRlich konnte der Uberstand verworfen und das RNA-Pellet fir
5-10 min getrocknet werden. Nach dem Resuspendieren des RNA-Pellets in 20 pl
RNase-freiem Wasser inkubierte man die Probe fur 10 min bei 55 °C.

Unter Verwendung des Spektrophotometers ,Nanodrop 2000“ (Thermo Fisher Scientific)
konnten die Konzentration und Reinheit der extrahierten RNA ermittelt werden. Die

anschlielende Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.4.1.2 RNA-Isolierung mittels RNeasy Kit

Das RNeasy Micro Kit (Qiagen, Hilden), dessen Einsatz entsprechend des
Herstellerprotokolls erfolgte, diente als Isolierungsmethode fur HLE-B3 Zellen. Dieses Kit
ist speziell fur die Verwendung geringer Zellmengen entwickelt worden. Fur die
Experimente verwendete man Zellen der Zelllinie HLE-B3 der Passagen funf bis neun.
Reinheit und Konzentration der RNA wurden mittels ,Nanodrop 2000 bestimmt. Die

anschliellende Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.

2.4.2 Reverse Transkription

Die Umschreibung der RNA in cDNA wird durch die reverse Transkriptase (RT)
ermoglicht (54). Die Entdeckung der reversen Transkriptase geht auf die
Nobelpreistrager Howard Temin und David Baltimore zurick (54).

Das hierfur genutzte ,QuantiTect Reverse Transcription Kit“ (Qiagen) wurde analog des
Herstellerprotokolls eingesetzt (Tabelle 1). Die Eliminierung etwaiger Verunreinigungen
mit genomischer DNA erfolgte durch Gebrauch der Substanz ,gDNA Wipeout Buffer, 7x"
(Qiagen) entsprechend des Anwenderprotokolls.

Zur Durchfuhrung der reversen Transkription wurde der Thermocycler (MJ Research/
Biozym, Hessisch Oldendorf) verwendet. Nach einer 15-mindtigen Inkubation bei 42 °C
und anschlieender 3-minutiger Erhitzung auf 95 °C wurde die synthetisierte cDNA auf

Eis gekuhlt, danach bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.
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Tabelle 1. Reaktionsansatz fiir cDNA Synthese

Bestandteile Volumen pro Reaktion
Reverse-Transkriptase Master-Mix, 20x 1 ul
Quantiscript RT-Puffer, 5x 4 ul
RT Primer-Mix, 20x 1 ul
Template-RNA (aus gDNA Eliminierungsreaktion) 14 pl
Gesamtreaktionsvolumen 20 pl

2.4.3 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) diente dazu, die
MRNA-Expression der oben beschriebenen Zellen zu analysieren. Dabei ermoglicht der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (Qiagen) die Detektion des entsprechenden
Amplifikats. Zur Durchfuhrung von Negativkontrollen wurde die entsprechende cDNA

durch RNase-freies Wasser ersetzt (Tabelle 2).

Tabelle 2. Reaktionsansatz fiir qRT-PCR

Bestandteile Volumen pro Reaktion
2x Rotor Gene SYBR Green PCR Master-Mix 12,5 ul
Vorwartsprimer (1 uM) 2,5 ul
Ruckwartsprimer (1 uM) 2,5 ul
Template-cDNA (12,5 ng/ul) 1 ul
RNase-freies Wasser 6,5 pl
Gesamtreaktionsvolumen 25 pl

Die qRT-PCR erfolgte im ,Rotor Gene Q" (Qiagen). Nach einer initialen finfminutigen
Denaturierung bei 95 °C folgten 36 Zyklen, in denen die Proben jeweils auf Temperaturen
von 95 °C fur 15 s, 60 °C fur 20 s und 72 °C fur 20 s erhitzt wurden.

Ausgehend von 72 °C wurde die Temperatur schrittweise um 1 °C bis zum Erreichen von
95 °C erhoht, danach bei 25 °C gehalten.

Die hierbei verwendeten Primer (Tabelle 3, Eurofins Genomic, Ebersberg) fur die Gene
Connexin-43 (Cx43), ag-Crystallin (CRYAB), av-Integrin (ITGAV), a-smooth muscle actin
(aSMA), Kollagen-la2 (COL1A2), Fibronektin-1 (FN1), Transforming
Growth Factor Beta-2 (TGFB-2) und Glyceraldehyde-3-phosphate-Dehydrogenase

(GAPDH) wurden mit Hife des Programms ,Primerblast® generiert
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, aufgerufen am 03. Marz 2014). Durch
ein spezielles Exon-Exon Uberspannendes Design soll eine Amplifikation von
DNA-Verunreinigungen verhindert und gleichzeitig eine selektive Primerbindung an die
cDNA ermoglicht werden. Die Daten wurden aus der Rotor-Gene-Software bezogen und
die relative Expression mit Hilfe der Ct-Vergleichsmethode, welche auch als comparative
Cr-method bekannt ist, ermittelt (55). Dabei wurde das Housekeeping-Gen GAPDH zur

Normalisierung eingesetzt.

Tabelle 3. Primersequenzen

Gen Vorwartsprimer Ruckwartsprimer
Cx43 CAAAATCGAATGGGGCAGGC GCTGGTCCACAATGGCTAGT
CRYAB ACTCTCAGAGATGCGCCTGG GCTGGGATCCGGTATTTC

aSMA AGCTTTCAGCTTCCCTGAACA CACCATCACCCCCTGATGTCT
ITGAV  AGGCTGGAACTCAACTCTTAGC GCTCCCAGTTTGGAATCGGA
COL1A2 GGAGGTTTCGGCTAAGTTGGA CGGCTGGGCCCTTTCTTACA

FN1 GAGCTGAGTGAGGAGGGAGA GCATCAGGCGCTGTTGTTT
GAPDH TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCA GCTGGTGGTCCAGGGGTCTTACT
TGFB-2 GTGCTTTGGATGCGGCCTA GGCATGCTCCAGCACAGAA

Cx43 = Connexin-43, CRYAB = as-Crystallin, ITGAV = av-Integrin, aSMA = a-smooth muscle actin,
COL1A2 = Kollagen-la2, FN1 = Fibronektin-1, GAPDH = Glyceraldehyde-3-phosphate-
Dehydrogenase, TGFB-2 = Transforming Growth Factor Beta-2. Modifiziert nach Wernecke et. al (1).

2.5 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ermoglicht die Identifikation von PCR-Amplifikaten anhand ihrer
Produktgrof3e (54). Nach angelegter Spannung von 95 V wandert die negativ geladene
DNA im elektrischen Feld der Gelkammer (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen)
Richtung Anode (54). Die kurzesten Fragmente zeichnen sich hierbei durch die schnellste
Wanderungsgeschwindigkeit aus (54). Die Grundlage der Gelelektrophorese bildeten ein
1x TAE Puffersystem (Thermo Fisher Scientific) sowie ein 2%iges Agarosegel (Sigma-
Aldrich), welches mit 4 yl (1 pug/pl) Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich) versetzt wurde. Nach
Hinzugabe des Ladepuffers ,6x DNA Loading Dye* (Thermo Fisher Scientific) zu den
amplifizierten PCR-Produkten konnten diese in die Geltaschen des erharteten
Agarosegels pipettiert werden. Anschlie3end erfolgte eine Darstellung der aufgetrennten

Banden mittels ,Molecular Imager Chem Doc XRS* (Bio-Rad, Hercules, USA).
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2.6 Immunzytochemie

Zur Immunzytochemie wurden pLEC der Passage 0 sowie mit TGF3-2 stimulierte und
unstimulierte Zellen der Zelllinie HLE-B3 herangezogen. Die Immunzytochemie flhrte Dr.
med. Nadine Reichhart durch.

Zunachst erfolgte die Kultivierung der Zellen auf 15 mm groRen Deckglasern (Thermo
Fisher Scientific). Danach wurden die Zellen mit Tris-gepufferter Salzlésung (TBS,
Sigma-Aldrich) gewaschen, fur 10 Minuten mit 4%igem Paraformaldehyd (Merck,
Darmstadt) fixiert und anschlie3end fur 10 Minuten mit 0,5%igem Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) in TBS inkubiert. Nach einer 30-minutigen Inkubation in einer ,blocking solution®,
bestehend aus 5%igem bovinen Serumalbumin (BSA) und TBS-Puffer, erfolgte die
Inkubation mit den primaren monoklonalen Antikorpern anti-Actin, aSMA-Cy3 (1 : 500,
Sigma-Aldrich) und anti-Fibronektin (1 : 250, Sigma-Aldrich) Uber Nacht bei 4 °C. Zur
Markierung der Zellkerne wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Sigma-Aldrich)
genutzt. Die Visualisierung von Fibronektin erfolgte durch einen weiteren 60-minutigen
Inkubationsschritt mit dem sekundaren Antikérper AF546 (1:5000, Thermo Fisher
Scientific). In den Negativkontrollen wurde lediglich der sekundare Antikdrper verwendet.
Nach Uberfiihrung der Deckglaser auf Objekttrager konnten diese mittels Axio Imager 2
(Zeiss) beurteilt werden. Die Quantifizierung des Fluoreszenz-Signals erfolgte durch die
Messung von Farbpixeln mittels Software Imaged 2.0 (https://imagej.nih.gov/ij/,

aufgerufen am 03. Juni 2018).

2.7 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgefuhrt. Die statistische Analyse der
Daten erfolgte mit der Software GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, La Jolla, USA).
Mittels ROUT Methode konnten Ausreilder detektiert werden. Danach schloss sich eine
Untersuchung auf Normalverteilung der Daten mittels Shapiro-Wilk-Test an.

Um festzustellen, ob sich die Vergleichsgruppen signifikant unterscheiden, wurde flr
normalverteilte Daten der Student’s t-Test verwendet. Lag keine Normalverteilung der
Daten vor, kam der Mann-Whitney U-Test zum Einsatz. Zur Untersuchung der
Unabhangigkeit zweier Merkmale wurden der Exakte Fisher-Test oder der Qui-Quadrat
Test genutzt.

Lag eine Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % (p < 0,05) vor, galt ein Unterschied als

statistisch signifikant.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Klinische Patientenmerkmale

Bei den eingeschlossenen Probanden handelte es sich um 40 Kinder, die in der Abteilung
der Augenheilkunde des Charité Virchow Klinikums zur operativen Therapie einer
kindlichen Katarakt vorstellig wurden. Unter den erfassten Patienten waren 37,5 %
Madchen und 62,5 % Jungen. Bei 67,5 % der Kinder trat die Katarakt bilateral auf. Das
durchschnittliche Alter der Patienten betrug 41,4 Monate (1 bis 180 Monate). Das Alter
der Kinder zum Zeitpunkt der Operation wurde in drei Altersklassen gruppiert. Dabei
handelte es sich bei den meisten Patienten um Sauglinge bis zu 12 Lebensmonaten
(47,5 %) oder Kinder Uber 60 Monate (32,5 %). Der Anteil der Altersgruppe zwischen
dem 13. und 60. Lebensmonat betrug 20,0 %. In einem Viertel der Falle (25 %)
erkrankten Familienangehdrige bereits im Kindesalter an einer Katarakt. Wahrend
Katarakt-assoziierte Erkrankungen bei 22,5 % der Kinder bekannt waren, ergab sich bei
etwa der Halfte der Patienten (52,5 %) kein ursachlicher Hinweis fur das Auftreten einer
Katarakt.

3.2 Kindliche Linsenepithelzellen
3.2.1 Einfluss klinischer Faktoren auf das Wachstum kindlicher Linsenepithelzellen

in vitro

Insgesamt konnte bei ungefahr einem Drittel der gewonnenen Kapseln (16 von 54) ein
Zellwachstum beobachtet werden. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Geschlecht und dem Auswachsen von pLEC (p = 0,77).

Betrachtete man das Alter der Patienten zum Operationszeitpunkt, so war bei
Linsenkapseln, die von Sauglingen stammten, haufiger ein Zellauswuchs (44 % bis zum
12. Lebensmonat) zu beobachten als bei Kapseln alterer Kinder (33,3 % im Alter
zwischen 13 und 60 Monaten, 5,9 % im Alter Uber 60 Monate). Dabei bestand eine
statistische Signifikanz (x> = 7,153; df = 2; p = 0,03).

Als Nachstes wurde gepriift, ob die Atiologie mit dem Zellwachstum korreliert. Von den
Vorderkapseln der Patienten mit einer positiven Familienanamnese fur kindliche
Katarakte konnten 42,9 % erfolgreich kultiviert werden. Waren bei den Kindern
Erkrankungen bekannt, die mit einer kindlichen Katarakt assoziiert sind, wurde ein

Zellauswuchs bei 36,4 % dieser Kapseln beobachtet. Bei unklarer Atiologie proliferierten
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die pLEC bei lediglich 20,7 % der entnommenen Vorderkapseln. Die Ergebnisse wiesen
keine statistische Signifikanz auf (p = 0,28).

Die Ergebnisse hinsichtlich des Typus der Katarakt deuteten auf eine Assoziation
zwischen der Katarakt-Morphologie und dem Auswachsen von pLEC hin. Dabei
proliferierten Zellen der Linsenkapseln, welche von einer Cataracta totalis (80,0 %), von
Katarakten bei PFV (66,7 %) und von hinteren Polstaren (50,0 %) stammten haufiger als
jene, deren Ursprung Linsenkapseln einer Cataracta zonularis (15,4 %), einer komplexen
Katarakt (11,1 %) oder nicht naher bezeichneter Katarakte (22,2 %) waren
(x? = 20,89; df = 7; p = 0,004).

3.2.2 Zellmorphologie kindlicher Linsenepithelzellen

Ab dem dritten Tag in Kultur konnte lichtmikroskopisch das Auswachsen von Zellen der
Vorderkapseln beobachtet werden. Dabei zeichneten sich in Nahe der Vorderkapsel
befindliche Zellen durch eine polygonale bis rundliche Form aus. Demgegenlber wiesen
peripher gelegene Zellen einen langgestreckten, fibroblastenartigen Zellkérper auf. Nach
ungefahr 13 Tagen ergab sich ein annahernd konfluenter Zellrasen. Nach der ersten
Subkultivierung der Zellen fanden sich lichtmikroskopisch keine Veranderungen

hinsichtlich der Zellmorphologie.

3.2.3 Genexpression kindlicher Linsenepithelzellen und der Einfluss von TGF[3-2

Ziel war es, diese seltenen Zellen auf Genexpressionsebene mittels qRT-PCR zu
analysieren. Dabei zeigten unstimulierte pLEC in Passage 2 sowohl Expressionen von
CRYAB und Cx43 als auch von mesenchymalen Genen (aSMA, ITGAV, COL1A2, FN1).
Zur weiteren Charakterisierung erfolgte eine Stimulation der Zellen mit TGFB-2.
Verglichen mit anderen Markern wiesen pLEC eine starke Expression fur CRYAB auf,
wobei TGF(-2 keine signifikante Steigerung hervorrief (p = 0,33, Nkontrolle = 9, NTaFe-2 = 6).
Weiterhin zeigte sich in Anwesenheit von TGFB-2 beim epithelialen Marker Cx43
(p = 0,08, nkontrolle =9, NTcFp-2 =6) sowie bei dem mesenchymalen Marker aSMA
(p = 0,35, nkontrolle = 8, Nterp-2 = 5) kein signifikanter Effekt auf die mRNA-Expression.
Bezlglich ITGAV (p = 0,09, nkontrolle = 9, NTeFp-2 = 6) bewirkte die Stimulation mit TGF3-2
einen geringen, jedoch nicht signifikanten Anstieg der mRNA-Level. Demgegenuber
zeigte sich infolge TGFB-2-Stimulation ein hdheres Genexpressionsniveau von COL1A2
(p = 0,003, Nkontrolle = 9, NTerp2=5) und FN1 (p =0,0009, nkontrolle = 10, NTcFe-2 = 6)

verglichen mit unstimulierten Zellen.
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3.3 Linsenzelllinie HLE-B3

3.3.1 Genexpression und immunzytochemische Untersuchung von Zellen der
Linsenzelllinie HLE-B3 und der Einfluss von TGF[-2

Um die von den pLEC erhaltenen Daten zu validieren, wurden gleichartige Experimente
an der Linsenzelllinie durchgefuhrt.

Hierbei steigerte die Stimulation mit dem Wachstumsfaktor TGFB-2 die
MRNA-Expression von CRYAB (p = 0,0003, n = 9) sowie die der mesenchymalen Marker
ITGAV (p=0,01,n=9), COL1A2 (p =0,0002, n=9) und FN1 (p <0,0001,n=9) in
HLE-B3 Zellen. Demgegenuber unterschieden sich die Expressionsniveaus von Cx43
(p=0,44,n=9) und aSMA (p = 0,31, n = 8) in stimulierten Zellen nicht signifikant von
denen unstimulierter Zellen. Exemplarisch wurden immunzytochemische Farbungen fur
FN und aSMA durchgeflhrt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der qRT-PCR zeigte
sich ein signifikanter Anstieg des Fluoreszenzsignals in der immunzytochemischen
Farbung gegen FN nach Stimulation mit TGFB-2 (p = 0,009, n = 13), wohingegen der
Wachstumsfaktor keinen wesentlichen Einfluss auf das Fluoreszenzsignal von aSMA
hatte (p = 0,68, n = 13).

3.3.2 Genexpressionsunterschiede zwischen kindlichen Linsenepithelzellen und Zellen
der Linsenzelllinie HLE-B3

In einer Analyse der Expression des Wachstumsfaktors TGFB-2 in beiden
Zellpopulationen zeigten sich signifikant hdhere mRNA-Expressionen von TGFB-2 in
pLEC (Passage 0) im Vergleich zur Zelllinie HLE-B3 (p = 0,0005, npo = 5, NHLE-B3 = 6).

Einhergehend damit verdeutlicht die Gegenuberstellung von primaren pLEC (Passage 0)
und der Zelllinie HLE-B3 hohere basale mRNA-Expressionsniveaus in pLEC fur die
Mehrzahl der untersuchten Marker (COL1A2, CRYAB, aSMA, Cx43, ITGAV).

Eine detaillierte Darstellung aller Ergebnisse kann der oben genannten Publikation unter

,Results”, Seiten 5788-5789 entnommen werden (1).
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4. DISKUSSION
4.1 Klinische und molekularbiologische Charakterisierung von kindlichen

Linsenepithelzellen und der Linsenzelllinie HLE-B3

Die zugrundeliegenden Prozesse der Nachstarentstehung bei Kindern sind bisher kaum
erforscht. Da der Wachstumsfaktor TGF( ein zentraler Regulator bei der Katarakt- und
Nachstarentstehung in adulten Linsenzellen darstellt (20, 21, 24), gehen wir von der
Hypothese aus, dass dies auch fur die kindliche Katarakt zutrifft.

Um die Pathophysiologie dieses Prozesses besser zu verstehen, fihrten wir eine Studie
durch, in der wir einerseits Linsenepithelzellen in Kultur untersuchten, andererseits ihr
Verhalten mit klinischen Parametern korrelierten (1).

Insgesamt wurden 40 Kinder in diese Studie eingeschlossen, wovon 37,5 % weiblich
waren. Das Durchschnittsalter der Patienten betrug 41 Monate. In Ubereinstimmung mit
der Literatur wies die Mehrzahl der untersuchten Kinder eine bilaterale Katarakt
auf (5, 8, 10) und die Ursache fur die Katarakt blieb in Uber der Halfte der Falle
ungeklart (1, 5, 8).

Die Korrelation klinischer Faktoren mit dem Auswachsen der pLEC in vitro ergab
interessante und neue Befunde. Auffallig ist, dass pLEC von Linsenkapseln jlingerer
Kinder haufiger auswuchsen als diejenigen alterer Kinder (1). Diese Beobachtung
korreliert mit publizierten klinischen Ergebnissen, dass ein junges Patientenalter ein
Risikofaktor fur die Nachstarentwicklung infolge einer kindlichen Kataraktoperation
darstellt (16). In dieser Arbeit konnte somit erstmals auch in vitro ein vermehrtes
Auswachsen von Linsenzellen, die aus Linsenkapseln von Sauglingen stammten, gezeigt
werden (1). Mdglicherweise tragt eine erhohte proliferative und migratorische Aktivitat
von pLEC zum gehauften Auftreten des Nachstars im Kleinkindalter bei. Aufgrund des
bestehenden Amblyopierisikos in der sensiblen Phase stellen diese Kinder eine
besondere Risikogruppe dar und sollten zeitnah therapiert werden (2).

Weiterhin  scheint auch die Kataraktart das Proliferationsverhalten von
Linsenepithelzellen in vitro zu beeinflussen. Fruhere klinische Studien stellten ein
gehauftes Nachstarauftreten bei Augen mit hinterer subkapsularer Katarakt fest, wobei
die Ergebnisse statistisch nicht signifikant waren (16). In der vorliegenden Arbeit zeigte
sich hingegen ein haufigeres Auswachsen von Zellen aus Linsenkapseln, die von Linsen
mit einer Cataracta totalis, mit Katarakten bei PFV und mit hinteren Polstaren

stammten (1). Dies legt nahe, dass bestimmte Kataraktarten mit einer haufigeren
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Nachstarbildung einhergehen. Jedoch waren die Fallzahlen der jeweiligen Gruppen sehr
gering, weswegen die Aussagekraft begrenzt ist. Weitere prospektive Studien hinsichtlich
des Zusammenhangs zwischen Kataraktart und Auftreten eines Nachstars bei Kindern
waren daher wunschenswert. Sollten sich diese Erkenntnisse bestatigen, waren
praventive MalRnahmen, insbesondere bei diesen Patientengruppen, von besonderer
Wichtigkeit.

In zahlreichen Nachstarmodellen bewirkt TGFB eine EMT in
Linsenzellen (20, 23-27, 29, 31). Die Auswirkungen dieses Zytokins auf pLEC blieben
bisher unerforscht. In der vorliegenden Studie gelang es, die Genexpression mittels
gRT-PCR in pLEC und HLE-B3 Zellen in An- und Abwesenheit vom Wachstumsfaktor
TGFB-2 zu analysieren.

In Anwesenheit von TGF[3-2 erhohten sich in pLEC die Expressionslevel der mRNA fur
Proteine der extrazellularen Matrix. Im Detail induzierte die Stimulation mit TGF(-2 eine
signifikante Zunahme der Expression von FN1 und COL1A2 (1). Beide Marker sind fur
einen myofibroblastischen Differenzierungsgrad charakteristisch (20).

In frGheren Untersuchungen akkumulierten die Proteine der extrazellularen Matrix
Kollagen-l (27) und Fibronektin in TGFB-induzierten vorderen subkapsularen
Plagues (25). Bei Kaninchen fuhrte Fibronektin konzentrationsabhangig zu einer
verstarkten Migration von Linsenzellen (36). Mdglicherweise fordert dieses Protein auch
in pLEC die Migration und tragt so zur Nachstarentstehung bei.

Kollagen-l ist an zahlreichen TGFB-vermittelten, fibrotischen Erkrankungen
beteiligt (56-58). Beispielsweise bedingt TGFB bei der Sklerodermie oder in retinalen
Pigmentepithelzellen einen Anstieg der COL1A2 Expression (56, 57). Eine Inhibition der
PI3K in diesen Zellen fuhrt zu einer reduzierten Expression (57) und mRNA-Stabilitat von
COL1A2 (56). In dieser Studie konnte erstmals in pLEC ein TGFp-2-induzierter
MRNA-Expressionsanstieg von COL1A2 nachgewiesen werden, wobei die
zugrundeliegenden Signalwege hierbei weiterhin ungeklart bleiben.

Auffallig ist, dass die primaren pLEC bereits ohne TGFf3-2-Stimulation vermehrt
mesenchymale Marker exprimieren. Ein mdglicher Erklarungsansatz kénnte die im
Vergleich zur Zelllinie héhere TGFB-2-Expression in pLEC sein (1). In Ubereinstimmung
damit wurde bereits in friheren Studien berichtet, dass TGFB sowohl im Blut von
Patienten mit kongenitaler Katarakt (59) als auch in kongenitalen vorderen subkapsularen

Plaques vermehrt nachweisbar ist (60).
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In Zellen der Zelllinie HLE-B3 konnte TGFB-2 ebenfalls eine Erhéhung mesenchymaler
Gene im Vergleich zu unstimulierten Zellen hervorrufen. Dabei fuhrt die Stimulation mit
TGFB-2 sowohl in pLEC als auch in Zellen der Zelllinie HLE-B3 zu einer vermehrten
MRNA-Expression von FN1 und COL1A2. Vergleicht man die Genexpressionslevel
beider Zelltypen miteinander, so sind diese fur COL1A2 in pLEC hoher (1). Ob die
vergleichsweise starke Expression von COL1A2 mit einer erhdhten Nachstarrate bei
Kindern und dem vermehrten Auswachsen von Linsenzellen vergesellschaftet ist oder
lediglich auf die Einschrankungen einer Zelllinie zurickgefuhrt werden muss, gilt es in
weiteren Studien zu prifen.

Wahrend eine TGFB-2-bedingte Erhdhung mesenchymaler Marker und Proteine der
extrazellularen Matrix bereits haufig in der Literatur dargestellt wurde (20, 21, 24, 25, 34),
konnte in dieser Arbeit auch eine TGFB-2-induzierte Steigerung von CRYAB in HLE-B3
Zellen gezeigt werden (1).

Da das Chaperon Zellen vor stressbedingter Proteinaggregation schitzt (44), kann diese
Expressionssteigerung moglicherweise als fehlgeschlagener Schutzmechanismus
angesehen werden (43).

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnten Nahomi et al. in Zellen der humanen
Linsenepithelzelllinie FHL124 sowie in murinen Linsenepithelzellen ebenfalls eine
TGFB-2-vermittelte mRNA-Steigerung von CRYAB zeigen (61). Ein CRYAB-Knockdown
mittels siRNA war verglichen zur Kontrollgruppe mit verminderten TGFp-induzierten
MRNA-Expressionen von FN und aSMA in Linsenzellen assoziiert (61). Folglich scheint
CRYAB eine Rolle beim Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition in
Linsenzellen zu spielen (61). In den primaren pLEC zeigten sich ebenfalls hohe basale
Expressionslevel von CRYAB, wobei TGFB-2-abhangig zwar ein Anstieg mesenchymaler
Marker, jedoch keine Steigerung des Chaperons CRYAB nachgewiesen werden
konnte (1). Daher weisen diese Zellen mdglicherweise eine andere TGFf-abhangige
Genregulation auf. Weitere Studien sind notwendig, um die Funktion des CRYABs
wahrend der EMT sowie die zugrundeliegende Genregulation in pLEC besser zu

verstehen.

Eine weiterfiihrende Diskussion ist in der oben genannten Publikation unter ,Discussion”,
Seiten 5789- 5793 aufgefihrt (1).
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4.2 Limitationen

Basis dieser Studie ist ein heterogenes Patientenkollektiv mit kleiner Fallzahl. Der Fokus
der klinischen Einordnung der Patienten zur Korrelation mit zellbiologischen Parametern
lag vor allem auf Patientenalter, Geschlecht, Atiologie der Katarakt und Kataraktart.
Weitere Faktoren, die ebenso das Proliferationsverhalten oder die Genexpression von
Zellen beeinflussen kénnen, wie beispielsweise Stoffwechselparameter oder genetische
Komponenten, blieben in der vorliegenden Arbeit unbeachtet.

Weiterhin handelt es sich bei dieser Studie um ein Modell fur die Nachstarentstehung.
Dabei kénnen die in vivo Bedingungen wie Sauerstoffgehalt, Nahrstoffzusammensetzung
der okularen Medien, Umgebungsdruck und Wachstumsoberflache von den
Kulturbedingungen abweichen. Zudem koénnen Zellen infolge der Kultivierung ihren
initialen Zelltyp verlieren (29, 54), was bei der Interpretation der Daten berucksichtigt
werden muss. Nicht selten kommt es bereits nach wenigen Subkultivierungen zur
Seneszenz der Primarzellen, weswegen deren Lebensdauer limitiert ist (29, 54). Im
Gegensatz zu primaren Linsenzellen proliferieren die immortalisierten Zellen der Zelllinie
HLE-B3 unbegrenzt. Durch den Prozess der Transfektion zur Immortalisierung verlieren
die Zellen teilweise ihre physiologischen Eigenschaften (29, 54). Zudem koénnen in Zellen
hdherer Passagen Veranderungen der Genexpression und ein Verlust epithelialer Marker
auftreten (29, 62). Da diese Zellen aber widerstandsfahiger als primare Linsenzellen sind,
ermdglichen sie die Erprobung von experimentellen Methoden sowie in gewissem Grade
die Validierung von Ergebnissen. Sie sind daher besonders in den fruhen Phasen der
experimentellen Erforschung des Nachstars von Bedeutung.

In dieser Studie wurde die Mehrheit der Daten mittels gRT-PCR erhoben. Diese Methode
zeichnet sich durch eine aulerst hohe Sensitivitat aus und ermdglicht es, geringste
Kopienzahlen der Zielsequenz zu detektieren (63). Dadurch gelingt es, spezifische
cDNA-Sequenzen innerhalb kurzester Zeit zu amplifizieren und nachzuweisen (63). Ein
entscheidender Nachteil dieser Methode sind die hohen Kosten sowie der apparative
Aufwand der qRT-PCR. Zugleich ist die PCR sehr anfallig gegenuber Inhibitoren (63).
Nicht zuletzt ermittelt die qRT-PCT die Genexpression auf mRNA-Ebene, wohingegen

Veranderungen auf Proteinebene nicht nachvollzogen werden kénnen (63).
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4.3 Ausblick

Im Zuge dieser Arbeit konnten pLEC hinsichtlich ihrer mRNA-Expression analysiert
werden. Diese Erkenntnisse bilden eine Basis fur die weitere Erforschung des Nachstars
im Kindesalter. Weitere Studien sind noétig, um die genauen Prozesse und
zugrundeliegenden Signalwege der Nachstarentwicklung bei Kindern besser erfassen zu
konnen.

Aufgrund der eingeschrankten Verfugbarkeit der pLEC sowie der geringen
RNA-Ausbeute ist die Analyse dieser Zellen eine methodische und logistische
Herausforderung.

Um weitere an der Nachstarentwicklung bei Kindern beteiligte Prozesse identifizieren zu
konnen, ist die DurchfiUhrung einer RNA-Sequenzierung geplant. Mit Hilfe dieser
innovativen Methode kann das Transkriptom der Zellen besser analysiert werden (64),
und es konnten sich somit wertvolle Informationen zur Regulierung der Genexpression
des Nachstars ergeben.

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass TGF3-2 die EMT von pLEC beeinflussen
kann (1). Somit sollten Signalkaskaden des TGFfs als ein potenzielles Target fur die
zukunftige Prophylaxe oder Therapie des Nachstars angesehen werden. Ziel ist es,
zunachst Inhibitoren der TGFB-Signalwege hinsichtlich ihrer Wirkung auf Genexpression
und Zellproliferation in pLEC zu untersuchen. Neben den anti-proliferativen sowie anti-
migratorischen Effekten missen diese auch in Bezug auf eine mogliche Zytotoxizitat
genauer betrachtet werden.

Als Lésungsansatz postulierten Forscher die Regeneration von Linsen aus endogenen
Stammzellen (65). In einer vielversprechenden, jedoch bisher nicht reproduzierten Studie
aus China wurde berichtet, dass eine neue minimal-invasive Operationsmethode, welche
die Integritdat von Linsenkapsel und anhaftenden Linsenepithelzellen bewahrt, die
Regeneration einer klaren Linse im Kleinkindalter ermdglichen kann (65). Jedoch stellt
der beschriebene Zeitraum mit einhergehender visueller Deprivation von mehreren
Monaten bis zur Regeneration der Linse ein signifikantes Amblyopierisiko dar (66).
Aktuell existieren noch keine Langzeitstudien hinsichtlich der Transparenz der
regenerierten Linse. In der vorliegenden Arbeit konnte eine gesteigerte mesenchymale
Genexpression in primaren pLEC nachgewiesen werden (1), weswegen das mogliche

Risiko einer erneuten Tribung der regenerierten Linsen berlcksichtigt werden sollte.
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Das Management kindlicher Katarakte und die Prophylaxe eines postoperativen
Nachstars stellen auch heute noch eine Herausforderung dar. Fortschritte in der
padiatrischen Kataraktchirurgie und der Nachstarprophylaxe sind weiter notwendig, um
bei diesen Patienten den bestmdglichen Visus unter Minimierung komplikationsreicher
Operationen zu erreichen.

Als Schritt in diese Richtung gelang es in dieser Studie, das Proliferationsverhalten von
Linsenzellen padiatrischer Kataraktpatienten mit klinischen Parametern zu korrelieren
und erstmals diese seltenen Zellen in vitro auf Genexpressionsebene zu analysieren.
Dadurch kdnnen Rickschlisse auf die Nachstarentstehung bei Kindern gezogen werden,
womit eine Basis fur zukunftige therapeutische Ansatze geschaffen wird. Die vorliegende
Arbeit soll Grundlage und Motivation fur weitere Studien des herausfordernden

Krankheitsbildes darstellen.
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Purpost. Posterior capsule opacification (PCO) is a complication after cataract surgery,
particularly in children. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) of lens epithelial cells,
mediated by transforming growth factor beta (TGFp), contributes to PCO. However, its
pathogenesis in children is poorly understood. We correlated cell growth in culture with
patient characteristics, studied gene expression of pediatric lens epithelial cells (pLEC), and
examined the effects of TGFB-2 on these cells in vitro.

MetHobs. Clinical characteristics of children with cataracts correlated with growth behavior
of pLEC in vitro. mRNA expression of epithelial (oB-crystallin, connexin-43) and
mesenchymal (oy-integrin, a-smooth muscle actin, collagen-Io2, fibronectin-1) markers was
quantified in pLEC and in cell line HLE-B3 in the presence and absence of TGFp-2.

Resurrs. Fifty-four anterior lens capsules from 40 children aged 1 to 180 months were
obtained. Cell outgrowth occurred in 44% of the capsules from patients < 12 months and in
33% of capsules from children aged 13 to 60 months, but in only 6% of capsules from children
over 60 months. TGFB-2 significantly upregulated expression of oB-crystallin (HLE-B3),
oy.integrin (HLE-B3), collagen-Io2, and fibronectin-1 (in pLEC and HLE-B3 cells).
Concrusions. Patient characteristics correlated with growth behavior of pLEC in vitro,
paralleling a higher clinical incidence of PCO in younger children. Gene expression profiles of
pLEC and HLE-B3 suggest that upregulation of ay-integrin, collagen-Io2, and fibronectin-1 are
involved in EMT.

Keywords: cataract, children, posterior capsule opacification, epithelial-mesenchymal

transformation, lens epithelial cells, transforming growth factor beta-2

pacification of the lens (cataract) can significantly impair
vision. Although more common in older adults, cataracts
occur in childhood (congenital and juvenile cataracts). Con-
genital cataracts are responsible for 5% to 20% of cases of
treatable blindness in children. Childhood cataracts may be
isolated or in association with other entities, including trauma,
infection, inflammation, and metabolic and syndromic disor-
ders."? A significant proportion of bilateral childhood cataracts
is hereditary.” 4 Visually significant congenital cataracts are
usually operated within the first few weeks of life to prevent
refractory amblyopiaﬁ
Posterior capsule opacification (PCO), an obscuration of the
lens capsule after cataract surgery, is especially common in
young children. If extending centrally, visual axis opacification
(VAO) may result and reduce vision. This postoperative
complication has been reported in up to 44% of children
within the first year after cataract surgery, and it occurs more
frequently in younger children.®” Although surgical techniques
such as a primary posterior capsulotomy and anterior
vitrectomy reduce the risk for VAO in children, these surgical
steps are associated with a higher risk of postoperative
complications such as retinal detachment, cystoid macular
edema, glaucoma, endophthalmitis, and inflammation.>® 2

Copyright 2018 The Authors
iovs.arvojournals.org | ISSN: 1552-5783

The knowledge of the pathogenesis of PCO in children and
its prevention remains limited. As it is virtually impossible to
remove all lens epithelial cells during cataract surgery,
remaining cells can undergo epithelial-mesenchymal transition
(EMT), defined as a loss of polarity, cell-to-cell contact, and
epithelial characteristics.'> Transformed cells may proliferate
and migrate to the visual axis, where the resulting opacification
can necessitate surgical intervention.*

Transforming growth factor beta (TGF) appears to play a
key role in the pathology of PCO in adults.'>'® In the aqueous
humor of the anterior chamber, TGFf is secreted as an inactive
complex.'” In the eye, the isoform TGFB-2 dominates and
appears to be the most potent isoform to be associated with the
development of PCO.">'7'® It is thought that TGFp is
upregulated and activated by postoperative inflammation and
that surgical complications may further increase its levels in the
anterior chamber."”

The signaling pathways of TGFf in adult PCO are well
described. In lens epithelial cells, activated TGFp increases the
expression of mesenchymal markers such as fibronectin-1
(FN1), o-smooth muscle actin (aSMA), and collagen-Io2
(COLIA_)).';"""‘) TGFpB also decreases the expression of
epithelial markers such as aB-crystallin (CRYAB) and connex-
in-43 (Cx43) in cells undergoing EMT.">'® Furthermore, PCO is

5785

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License. @. 8Y

33



DRUCKEXEMPLAR DER AUSGEWAHLTEN PUBLIKATION

Investigative Ophthalmology & Visual Science

Transdifferentiation of Lens Epithelial Cells

associated with upregulated levels of o-integrin subunits
(ITGAV), which are involved in TGF[ activation and signal-
ing.”*?! The latent TGF complex is marked by a noncovalent
association between propeptides and TGF** Recent reports
suggest that oy B6-integrin®' and other alpha integrins have the
ability to disrupt this association, activating TGFf} and allowing
it to interact with its receptor.”’ Nevertheless, these findings
are based only on the induction of EMT by TGFf in animal
cclls,z“'z4 adult human lens epithelial ct:lls,Zs and human lens
cell lines.?**” Experimental studies that describe the molecular
basics of pediatric lens epithelial cells (pLEC) are lacking. Since
regrowth of the lens from pLEC was presented as a new
therapeutic approach for pediatric cataract patients recently,”®
a better understanding of the molecular pathomechanisms
involved in the formation of PCO in children becomes more
important. Due to the rarity of childhood cataracts, the
pathogenesis and signaling cascades remain largely unex-
plored.

In order to study the cellular characteristics of pLEC in
culture, we established a protocol for cell culture. We then
correlated patient characteristics with growth behavior of
pLEC in vitro, and generated a gene expression profile to
define the differentiation status of these cells. Confirmatory
experiments were performed on the lens cell line HLE-B3. We
then investigated the effect of TGFB-2 on the gene expression
profiles to study the molecular basis of EMT in pLEC in
children.

METHODS
Patient Characteristics

Forty children (age 1 to 180 months) with uni- or bilateral
cataracts presenting to the Department of Ophthalmology,
Charité-Universititsmedizin Berlin, participated in this study.
The parents provided informed consent to participate in the
study. The study protocol was approved by the ethics
committee (institutional review board of Charité-Universitits-
medizin Berlin). All procedures involving human material were
performed in accordance with current ethical standards of the
institutional and national research committee and with the
1964 Declaration of Helsinki and its later amendments or
comparable ethical standards.

The following clinical parameters were collected: age at
cataract surgery, sex, laterality of cataract, type of cataract,
etiology (e.g., family history of cataracts, presence of disorders
related to cataract), and other ocular comorbidities such as
strabismus and nystagmus.

Cell Culture

Cultivation of Pediatric Lens Epithelial Cells. Fifty-four
anterior lens capsules of 40 children were harvested during
cataract surgery by means of manual curvilinear capsulorhexis
(Fig. 1A). Modifying the method described by Ibaraki,”” we
established a protocol to cultivate pLEC as follows:

1. Anterior lens capsules of approximately 5-mm diameter
with attached pLEC, obtained during cataract surgery in
children, were immediately transported to the laboratory
in balanced salt solution and were transferred to 35-mm
culture wells (Eppendorf, Hamburg, Germany) within 30
minutes of collection.

2. After allowing them to rest for 5 minutes, the lens
capsules were covered with 60 pL Dulbecco’s modified
Eagle’s medium/F-12 (Sigma-Aldrich Corp., Schnelldorf,
Germany) supplemented with 20% fetal calf serum (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Austria) and 1% penicillin-
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streptomycin (Biochrom AG, Berlin, Germany) and
secured at the bottom of the well with 12-mm glass
coverslips. This concentration of serum has been
described as optimal for culturing human lens epithelial
cells.?~32

3. Lens capsules were cultured at 37°C in a 5% CO,
atmosphere. Based on other studies, all cells were
cultured at atmospheric oxygen levels.>*3*3% After 24
hours, 1 mL culture medium was carefully added to the
culture plates.

4. The medium was changed every 3 days. At this stage, 16
capsules showed cell outgrowth and pLEC from six
capsules were immediately used for analysis of mRNA
expression. The remaining 10 capsules were subcultured
on day 13 using Accutase (PAA) and transferred to a 12-
well plate, while empty lens capsules were removed.

5. After reaching confluence in 4 to 6 days, pLEC were
subcultured again and seeded on two culture plates.
Upon reaching a confluence of 70%, cells of six capsules
were serum starved for 24 hours followed by stimulation
with 10 ng/mL TGFB-2 (Sigma-Aldrich Corp.) for 48
hours in serum-free medium to study its effect on the
cells. Serum-free cells cultivated without TGFB-2 served
as the control. For comparison, each experiment and
control was performed on samples of the same lens
capsule (see step 5 above).

6.

=)

Cells were monitored daily by phase contrast microscopy,
and capsules with cell outgrowth were correlated with patient
characteristics. Anterior lens capsules without proliferation
tendency were classified as proliferation negative. Other
authors performed experiments using lens epithelial cells in
passages 1-5.>"333% To ensure comparability, we used early-
passage cells (passage 2) to study the effect of the growth
factor TGFB-2. To determine the properties of primary isolated
PLEC, cells in passage 0 (p0) were used.

Cultivation of HLE-B3 Cells. To validate the results
obtained on pLEC, cells of the commercially available human
lens epithelial cell line HLE-B3 (ATCC, Manassas, VA, USA)
were cultured at 37°C in a 5% CO, atmosphere in Eagle’s
Minimum Essential Medium (EMEM; ATCC) containing 20%
fetal calf serum (PAA) and 1% penicillin-streptomycin (Bio-
chrom AG). As in pLEC, gene expression profiles of serum-free
HLE-B3 cells in the absence and presence of TGFB-2 were
studied. A short tandem repeat analysis certificate was
provided by the manufacturer.

RNA Isolation and Reverse Transcription

Due to the small number of pLEC obtained from the donor
capsules, RNA of pLEC was isolated with a reagent (TRI-
Reagent; Sigma-Aldrich Corp.) and a visible dye-labeled carrier
(Pellet Paint; Novagen, San Diego, CA, USA). RNA was
extracted from HLE-B3 cells in passage 5 to 9 using a kit
(RNeasy Micro Kit; Qiagen, Hilden, Germany).

In pLEC and HLEB3 cells, a reverse transcription Kit
(QuantiTect; Qiagen) was used to synthesize cDNA. To
eliminate genomic DNA contamination, 2 pL gDNA wipeout
buffer was added to the samples.

Quantitative Real-Time PCR and Gel
Electrophoresis

Gene expression of pLEC and HLE-B3 cells was assessed by
quantitative real-time PCR (qRT-PCR) using Rotor-Gene SYBR
Green PCR Mix (Qiagen) on a real-time PCR cycler (Rotor-Gene
Q; Qiagen). For analysis of each candidate gene, triplicates
were prepared. Primers were designed using Primer-BLAST
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Ficure 1.  Gene expression profile of pediatric lens cells. (A) Manual capsulorhexis during cataract surgery on a child. The anterior lens capsule
with the attached primary lens epithelial cells is harvested. (B) Cultivated pLEC were monitored by phase contrast microscopy on day 6 (objective
X20). Cells near the capsule were predominantly cuboid, whereas remote cells had an elongated character. (C) Quantitative RT-PCR was used to
analyze mRNA expression for Cx43, CRYAB, aSMA, ITGAV, COLIA2, and FNI. TGFB-2 (10 ng/mL for 48 hours) increased gene expression of
COLIA2 and FN1 significantly (P < 0.05) in pLEC. GAPDH was selected as housekeeping gene. p0, passage 0; p2, passage 2.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast; provided in Cy3 (1:500, mouse monoclonal; Sigma-Aldrich Corp.), and anti-
the public domain by the National Institutes of Health, fibronectin (1:250, mouse monoclonal; Sigma-Aldrich Corp.).
Bethesda, MD, USA). GAPDH was selected as internal control For visualization of fibronectin, another incubation step at
gene for relative quantification. Primers were obtained from room temperature for 1 hour was added using the secondary
Eurofins MWG Operon (Eurofins Genomics, Ebersberg, Ger- antibody goat anti-mouse (AF546, 1:5000; Thermo Fisher,
many). Primer sequences and expected product sizes are listed Darmstadt, Germany). The negative control was performed
in Table 1. with HLE-B3 cells stained only with secondary antibody

Data were analyzed with software (Rotor-Gene; Qiagen) and without primary antibody incubation (see Supplementary Fig.
relative mRNA expression was calculated by employing the $2). Nuclei were stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole

comparative Cy method.*® (DAPI; Sigma-Aldrich Corp.). Subsequently, coverslips were
Gel electrophoresis was used to test for specific amplifica- mounted onto glass slides and subjected to an Axio Imager 2

tion and primer dimers. and Zen lite 2012 Software (Zeiss, Jena, Germany). Fluores-
Molecular imager Chem Doc XRS (Biorad, Munich, Ger- cence signal analysis was performed by measuring color pixels

many) allowed identification of PCR amplicons by their per square micrometer of 13 cells per group. To determine the

product size (see Supplementary Fig. S1). mean corrected total cell fluorescence (CTCF) the following

formula was used®”:
Immunocytochemistry (ICC) CICF = Integrated Density
At passage p0, pLEC, as well as stimulated and unstimulated —(Area of selected cell

HLE-B3 cells on glass coverslips, were fixed with 4%

X Mean fluorescence of background readings).
paraformaldehyde for 10 minutes at room temperature. After I f 8 25)

incubation in a blocking solution containing 5% BSA in Tris- Pixel analysis was done with Image] 2.0 software (http://
buffered saline for 30 minutes, the following primary imagej.nih.gov/ij/; provided in the public domain by the
antibodies were applied overnight at 4°C: anti-actin, aSMA- National Institutes of Health).*®
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Tasie 1. Primer Sequences Used for mRNA Quantification by qRT-PCR
Gene Forward Backward Product Size, bp

Cx43 CAAAATCGAATGGGGCAGGC GCTGGTCCACAATGGCTAGT 136
CRYAB ACTCTCAGAGATGCGCCTGG GCTGGGATCCGGTATTTC 186
asSMA AGCTTTCAGCTTCCCTGAACA CACCATCACCCCCTGATGTCT 223
1AV AGGCTGGAACTCAACTCTTAGC GCTCCCAGTTTGGAATCGGA 222
COLIA2 GGAGGTTTCGGCTAAGTTGGA CGGCTGGGCCCTTTCTTACA 228
FN1 GAGCTGAGTGAGGAGGGAGA GCATCAGGCGCTGTTGTTT 176
GAPDH TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCA GCTGGTGGTCCAGGGGTCTTACT 119
TGFp-2 GTGCTTTGGATGCGGCCTA GGCATGCTCCAGCACAGAA 147

GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

Statistical Analysis

All experiments were performed at least three times. Statistical
analysis was done with statistical software (GraphPad Prism 7;
GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). First, the ROUT
method was employed to detect outliers. Normality was
assessed using the Shapiro-Wilk test.

To explore statistical significance, Fisher exact test, )(2 test,
Student’s -test or Mann-Whitney U test were performed, with a
P value < 0.05 (P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001) considered
as statistically significant. Box plot whiskers represent the
range, and mean * standard error of the mean was reported.

REsuLTS

Patient Characteristics

Of 40 children with cataracts included in this study, 38% were
female and 68% were diagnosed with bilateral cataracts (Table
2). In 25% of cases, family history was positive for childhood
cataracts. Associated diagnoses such as chromosomal anoma-
lies, craniofacial syndromes, dermatologic disorders, aniridia,
or uveitis were noted in 23% of patients. In 53% of children,
the etiology of the cataracts remained unclear (Table 2).

Patient Characteristics and Cell Outgrowth

Of the 54 harvested anterior capsules, cell outgrowth was
observed in 16 (30%). Gender did not affect the likelihood of
cell outgrowth. While 44% of capsules from children <12

Tasie 2. Characteristics of 40 Child Study Participants With Cataracts

Number of

Patients  Percentage

Sex

Female 15 37.5

Male 25 62,5
Age at cataract surgery

Average in mo 41.4

<12 mo 19 47.5

13-60 mo 8 20.0

>60 mo 13 325
Laterality

Unilateral 13 325

Bilateral 27 67.5
Etiology

Family history of childhood cataract 10 25.0

Cataract associated with other disorders 9 225

Idiopathic, isolated 21 52:5
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months of age at the time of surgery showed cell outgrowth,
this was the case in 33% of capsules from children aged 13 to
60 months and in only 1 of 17 capsules (6%) from a child older
than 60 months (Fig. 2A; Table 3). There was a significant
association between age at cataract surgery and cell outgrowth
in vitro (* = 7.153; df = 2; P = 0.03).

Outgrowth of pLEC was observed in 43% of the capsules
obtained from patients with a positive family history for
childhood cataract, 36% of capsules from children with
cataracts associated with other entities, and 21% of capsules
from patients with idiopathic cataracts (Fig. 2B, Table 3).

As for the type of cataract, cell outgrowth was observed in
8/10 capsules from lenses with total cataracts, in 1/2 lenses
with posterior polar cataracts, and in 2/3 lenses with persistent
fetal vasculature (PFV). Two of 13 capsules with zonular
cataract, 1/9 with complex cataract, and 2/9 capsules without
specified cataract morphology showed cell outgrowth. Cap-
sules from lenses with other types of cataracts did not show
cell outgrowth (Fig. 2C; Table 3). There was a significant
association between cataract type and cell growth in vitro (3* =
20.89; df = 7; P = 0.004).

mRNA Expression of Primary pLEC Versus pLEC in
Passage 2

ICC and qRT-PCR were performed to investigate the molecular
properties of the primary isolated pLEC (p0). In order to
determine possible changes caused by the cell culturing and
passaging, mRNA expressions were compared with pLEC in
passage 2.

Subculturing did not have significant effects on mRNA
expression of Cx43, aSMA, and ITGAV. However, there was a
significant increase in mRNA expression of COLIA2 (P=0.005,
Npo = 6, Npz = 9) and FN1 (P = 0.0009, 1,0 = 6, np; = 10) of
cells in passage 2 compared to primary isolated pLEC (Fig. 1C).
mRNA expression levels of CRYAB showed a significant
reduction during subculturing (P = 0.009, 1,0 = 6, 1, = 9).
Immunocytochemistry confirmed expression of mesenchymal
markers aSMA and FN1 as proteins in primary isolated pLEC
(see Supplementary Fig. S3).

Effect of TGFf-2 on mRNA Expression in pLEC

The effect of TGFB-2 on pLEC was examined at passage 2 (Fig.
1B). There was a significant increase in mRNA expression of
COLIA2 (P = 0.003, Neonirol = 95 Mrarp2 = 5) and FNI (P =
0.0009, nconiror = 10, nrgrpz = 6) in response to TGFB-2 (Fig.
10). However, TGFB-2 stimulation did not have a significant
effect on mRNA expression of ITGAV, Cx43, and aSMA.
Although mRNA expression of CRYAB in pLEC was the highest
of all investigated genes, no significant change after stimulation
with TGFB-2 was observed (Fig. 10).
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Frequency distribution of properties of all collected capsules versus capsules with outgrowth of pLEC. (A) Effect of age at time of surgery

on outgrowth of pLEC in culture. Of capsules showing cell growth, 69% came from children 12 months or younger, 25% of children aged 13-60
months, and the remaining 6% from children older than 60 months. (B) Effect of cataract etiology on outgrowth of pLEC in culture. (C) Effect of
clinical type of cataract on outgrowth of pLEC in culture. APC, anterior polar cataract; CC, complex cataract; NOS, not otherwise specified; PFV,
persistent fetal vasculature; PPC, posterior polar cataract; PSC, posterior subcapsular cataract; TC, total cataract; ZC, zonular cataract.

Effect of TGFB-2 on mRNA Expression and
Immunocytochemistry in HLE-B3

Stimulation of HLE-B3 cells (Fig. 3A) with TGF[-2 significantly
increased mRNA expression of CRYAB (P = 0.0003, n = 9),

Tasie 3. Properties of the Capsules Included in the Study Regarding
Patients’ Features
Capsules
With Cell
Capsules Outgrowth (%)

Cases 54 16 (29.6)
Sex

Female 22 7 (31.8)

Male 32 9 (28.1)
Age at cataract surgery

<12 mo 25 11 (44.0)

13-60 mo 12 4 (33.3)

>60 mo 17 1.9
Etiology

Family history of childhood 14 6 (42.9)

cataract
Cataract associated with 11 4 (36.9)
other disorders

Idiopathic, isolated 29 6 (20.7)
Type of cataract

Anterior polar 3 0 )

Persistent fetal vasculature 3 2 (66.7)

Posterior polar 2 1 (50.0)

Posterior subcapsular 5 0 ()

Total cataract 10 8 (80.0)

Zonular cataract 13 21549

Complex cataract 9 1(11.1)

Not otherwise specified 9 2222
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ITGAV (P=0.01, n=9), COLIA2 (P =0.0002, n=9), and FN1
(P < 0.0001, n = 9) (Fig. 3B). As in pLEC, TGFf-2 did not
significantly affect expression of Cx43 and aSMA (Fig. 3B).
Stimulated and unstimulated cells showed comparable levels
fluorescence signals from staining of ¥SMA protein (Fig. 4A, C),
while the protein expression of FN appeared significantly
increased in the immunofluorescence staining in response to
TGFB-2 (P = 0.009, n = 13) (Fig. 4B, C).

Comparison of mRNA Expression in Primary pLEC
and HLE-B3

In unstimulated primary pLEC (p0), total mRNA levels were
higher than in unstimulated HLE-B3 cells for most investigat-
ed genes. Particularly, mRNA expressions of COLIA2 (10-
fold), CRYAB (194-fold), and aSMA (15-fold) were higher in
pLEC than in HLE-B3 cells; mRNA expressions of Cx43 (4-
fold) and ITGAV (3-fold) were moderately higher (Fig. 5A).
The higher expression rates of these genes were associated
with significantly higher mRNA levels of TGFf-2 in primary
PLEC compared to HLE-B3 cells (P = 0.0005, 1,0 = 5, Ryiess
= 6) (Fig. 5B). Primary isolated pLEC showed lower mRNA
levels of FN1 (0.3-fold) compared to unstimulated HLE-B3
cells.

Discussion

Pediatric cataracts are rare,>"* and research concerning the

pathogenesis of both childhood cataract pathogenesis and PCO
is limited, making therapeutic strategies difficult to develop.
We provide insight into the pathophysiology of after-cataracts
in children, which could serve as basis for future research to
better understand the molecular mechanisms of this process
and its prophylaxis.
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Ficure 3. Effects of TGFB-2 on HLE-B3 cells. (A) Phase contrast microscopy of cell line HLE-B3 in passage 5 (objective X20). Scale bar: 1 mm. (B)
Relative mRNA expression of all investigated genes in absence and presence of 10 ng/mL TGFB-2. CRYAB, ITGAV, COLIA2, and FN1 were
significantly increased after stimulation with TGFf-2 for 48 hours (P < 0.05).

Patient Characteristics Affect Growth Behavior of
Cells in Vitro

The purpose of this study was to establish a standardized
protocol for cell culture of pediatric pLEC and to correlate cell
outgrowth with clinical characteristics. Using the established
cell-culturing protocol, 16 of the 54 capsules showed
outgrowth of cells. We found that pLEC from lens capsules
from younger children more often showed cell outgrowth in
culture than did those from older children. This in vitro finding
agrees with clinical experience that young age is a risk factor
for PCO after pediatric cataract surgery.”

Cataract type also affected pLEC outgrowth. While cell
outgrowth in vitro happened in most capsules from lenses
with a total cataract, PFV, or a posterior polar cataract, it
occurred less frequently in capsules from zonular and complex
cataracts. Capsules from anterior polar cataracts and posterior
subcapsular cataract showed no cell outgrowth.

Of note, cataract type is often related to patient age at
surgery. For example, it is likely that denser (total) cataracts are
diagnosed and operated on earlier than for subtler ones. A
larger number of cases would be desirable, and future research
may further study age and type of cataract as factors affecting
behavior of pLEC in cell culture.

A recent report suggested that regrowth of the lens from
PLEC remaining in the lens capsule at the time of surgery may
be possible.”® While this approach has the potential to
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revolutionize current concepts on optical rehabilitation after
cataract surgery in children, the validity and reproducibility of
this strategy remains to be confirmed. Our results would
suggest that cell outgrowth may be more frequent in younger
children with total cataracts, but whether a regenerated lens is
sufficiently clear needs to be confirmed in clinical studies.
However, understanding the cellular mechanisms underlying
proliferation of pLEC in children is a prerequisite for the
evaluation and implementation of novel therapeutic approach-
es for pediatric cataracts.

Effect of TGFf on pLEC

EMT is thought to be involved in the development of after-
cataracts in adults.'® Our data support the hypothesis that the
same mechanism applies for pLEC. Prior research described
the induction of EMT by TGFp in rat lens cells,”*** adult
human lens epithelial cells,”® and human lens cell lines***” as a
characteristic feature of after-cataract formation.™ In after-
cataract formation, TGFp is known to act via the well-studied
SMAD cascade and various SMAD independent signaling
pathways.'”1=%3 EMT is characterized by an increased
expression of o-smooth muscle actin, collagen-l, integrins,
fibronectin, and other proteins considered to be mesenchymal
markers. Conversely, epithelial markers are downregulated in
the presence of TGEP.?>*#44-4¢ 1t can be assumed that this
growth factor has comparable effects on pediatric lens cells.
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However, to our knowledge, no studies have qualified the
influence of T(}F[{-Z on these cells. Building on these studies,
the present work describes the response of pediatric lens cells
to TGFB-2 that, however, might differ in its mechanism from
that of adult EMT.

We found an increased mRNA expression of extracellular
matrix genes in presence of TGFB-2 in pLEC. Stimulation with
TGFp-2 promoted an intense mRNA upregulation of FN/ and
COLIA2 as features of a myofibroblastic transformation in

an extracellular matrix protein, is reported to be
involved in EMT."®*” It was found to accumulate in experi-
mental PCO, specifically in anterior subcapsular plaques in
vitro'® and appears to be essential for integrin-promoted
activation of TGFR'” Moreover, FN supports migration of
rabbit lens epithelial cells in vitro and therefore might promote
migration of lens epithelial cells to the posterior lens capsule.*®
Consistent with these findings, pLEC showed significantly
upregulated mRNA levels of FNI in response to TGFf-2. It
appears likely that this pathway is involved in the formation of
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B3 cells. Immunocytochemistry of HLE-B3 cells stained with antibodies against «SMA (A) and FN (B) in
. Nuclei were stained with DAPL. Mean corrected cell fluorescence of FN was significantly increased by

PCO, and it may be particularly responsible for fibrotic types of
PCO in children.

We demonstrated that TGFf-2-mediated upregulation of
mRNA for COLIA2 also occurs in pLEC. This substantiates
previous immunohistologic studies identifying collagen-I-rich
cells in congenital cataracts.” In general, collagen is involved
in TGFP-related diseases such as idiopathic lung fibrosis,
systemic sclerosis, and certain types of cancer.””>! Overex-
pression of COLIAZ2 in pediatric lens cells with its fibrotic and
migrating patterns may contribute to high incidence of PCO
and VAO in children.

TGF-induced upregulation of aSMA has been reported as a
key factor in EMT.'®* However, we found that TGFf-2 had no
significant effect on aSMA expression in pLEC or in HLE-B3
cells. The most likely explanation is that TGFP signaling in
juvenile cataract differs from that in adult cataract. TGFp-
mediated stimulation of aSMA expression appears to be age
dependent.’® A lower proportion of advanced glycation end
products in lens epithelial cells of younger donors may be
associated with a weaker TGFp-dependent effect on aSMA




DRUCKEXEMPLAR DER AUSGEWAHLTEN PUBLIKATION

Transdifferentiation of Lens Epithelial Cells IOVS | December 2018 | Vol. 59 | No. 15 | 5792

A

Il HLE-B3

COL1A2
I pLEC (p0)

Cx43:
CRYAB ITGAV-

aSMA FN1

05 1

-
N
»

2 4 8 16 32 64128256 025 0.5

Investigative Ophthalmology & Visual Science

TGFp-2
0.10 heiond

0.08 |

0.06

0.04
0.02

00

relative mRNA Expression

pLEC (p0)  HLE-B3

Ficure 5. Fold expression of unstimulated primary pLEC and unstimulated HLE-B3 cells. (A) Fold expression of COLIA2, CRYAB, and aSMA are up
to 194-fold higher in primary pLEC (p0) compared to HLE-B3. mRNA expression of Cx43 and ITGAV are up to 4-fold higher in primary pLEC
compared to HLE-B3, while expression of FN7 was lower in primary pLEC (p0). mRNA expression of HLE-B3 was normalized to 1. (B) Relative
mRNA expression of TGF[-2 was significant higher in primary isolated pLEC (p0) compared to HLE-B3 cells (P < 0.05).

t:xpressionA52 The exact underlying mechanism of this TGFf-
mediated aSMA expression has not yet been identified.
Although TGFP may induce the expression of aSMA directly,
indirect pathways and interactions with other TGFf-induced
proteins should be considered.”® In our study, a lack of TGFf-2
effect on mRNA expression of aSMA might result from already
elevated mRNA levels of aSMA in pLEC so that TGFB-2 may not
further upregulate this gcnc.“ Finally, it is important to note
that variations in experimental methodology may affect
stimulation results. Further research into delineating the
underlying mechanisms is necessary.

Detectable basal gene expression rates in primary pLEC for
mesenchymal markers in the absence of TGFB-2 suggest that
these cells may have lost their epithelial features to some
extent. These changes could be caused by an overexpression
of TGF in congenital cataracts”® or an increased level of
TGFp following cataract surgery.’” Indeed, our study demon-
strated higher basal expression rates of TGFf-2 in pLEC
compared to HLE-B3 cells. Stimulation of pLEC with TGFf-2
further led to a significant increase in mRNA expression of
mesenchymal genes, COLIA2 and FNI, implying transdiffer-
entiation toward myofibroblastic characteristics. Interestingly,
there was no significant concomitant reduction of epithelial
markers in response to TGFf-2. This is in line with the clinical
observation that lens epithelial cells continue to produce lens
material while proliferating and migrating on the remaining
lens capsule. It remains to be demonstrated if success of recent
therapeutic approaches such as regeneration of the lens from
pLEC is limited by the transdifferentiation status of these cells.
FN1 and COLIA2 seem to be characteristic genes in EMT in
pLEC, so they can be recommended as potential targets to
reduce PCO in children.

As a limitation, one should consider that qRT-PCR measures
gene expression but does not reflect changes on the protein
level. The main obstacle to quantitative protein levels by
Western blotting was the limited number of pLEC and the low
amount of RNA per harvested lens capsule. Moreover, mRNA
expression was investigated 48 hours after stimulation with
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TGFp-2. One should consider that gene expression may vary at
different times. Nevertheless, qRT-PCR is a highly reproducible
and sensitive method, allowing quantification of specific DNA
sequences.”®>?

Similar Effect of TGFp-2 in HLE-B3 and pLEC

Consistent with findings in pLEC, we found TGF-2-induced
gene expression profiles compatible with EMT in HLE-B3 cells.
These cells served as a control for the experimental setup used
to analyze pediatric lens cells. TGFB-2 promoted a significant
upregulation of ITGAV, FN1, and COLIA2 gene expression in
HLE-B3 compared to untreated cells. Contrary to the well-
studied effects of TGFB-2 on mesenchymal markers, '0:21:23:24.44
the present study also detected a significant upregulation of
CRYAB in HLE-B3 cells after stimulation with TGFB-2. With its
chaperone-like and heatshock protein activity, o-crystallin
suppresses stress-induced cell death and lenticular protein
aggregation and therefore preserves transparency of the
lens.*0¢! Overexpression of CRYAB under conditions of stress
contributes to increased stress resistance of cells.®> Moreover,
mutations in the a-crystallin gene cause congenital cataracts.®®
Intriguingly, CRYAB also appears to be involved in EMT.®? One
study found that depletion of CRYAB by siRNA has reduced
TGFf-induced mesenchymal changes in lens cells.®® Tt is
possible that TGFB-2 increases the expression of CRYAB,
which subsequently results in an increased expression of EMT
genes,62 and that increased CRYAB levels lead to an increased
nuclear localization of Smad4, which induces mesenchymal
genes and increased proliferative and migratory calp:u:ity.(""M
We detected high basal expression levels of CRYAB in pLEC
and a TGFf-2-promoted mRNA elevation of CRYAB in cell line
HLE-B3. Whether this was due to an abortive protective
mechanism of a-crystallin in lens cells undergoing EMT or
whether high CRYAB levels contribute to the pathogenesis of
PCO due to their antiapoptotic properties remains unclear.®”
We show that pLEC and HLE-B3 cells respond similarly to
stimulation with TGFp-2 with respect to mesenchymal markers
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FNI and COLIA2, but that total expression rates of most
examined genes were considerably higher in pLEC. This may
reflect the greater vitality and metabolic activity of pLEC in
children compared with the cell line. Changes in molecular
expression cell lines can occur due to subculturing and growth
medium composition. HLE-B3 cells are, although lens cells, not
native cells and may not accurately reflect the behavior of
pLEC.

We found that pLEC from younger children were more
likely to grow in cell cultures. These cells exhibit a gene
expression profile that indicates a phenotypic shift from
epithelial to mesenchymal properties (EMT). In the light of
recent approaches for pediatric cataracts, our findings may
help design research to better understand the molecular
mechanisms involved in the formation of PCO.
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