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IV Ubersicht

IV Ubersicht

Meibomdrisen sind modifizierte, holokrine Talgdriisen in den Augenlidern und sehr
wichtig fir den Erhalt der Integritdt und der Gesundheit der Augenoberfliche. Da
Meibomdriisen mit ihrem oligen Sekret die Tranenfliissigkeit stabilisieren, ist eine
Dysfunktion der Driisen (Meibomian gland dysfunction, MGD) heutzutage als
Hauptursache des sog. Trockenen Auges (Dry eye disease, DED) anerkannt. Aus fritheren
In situ-Studien unserer Arbeitsgruppe mit humanen Augenlidern ist bekannt, dass die
Anzahl der Desmosomen in Meibomdriisen im Laufe der Zelldifferenzierung zunimmt.
Auch Pemphigus vulgaris (PV), eine chronische, mit Blasenbildung an Haut und/oder
Schleimhéuten einhergehende Autoimmunerkrankung, die durch Autoantikérper gegen
hauptsidchlich desmosomale Cadherine verursacht wird, ist sehr hiufig mit DED
assoziiert. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit zum einen sowohl die
Ausbildung als auch die Rolle der intakten Zellhaftung zwischen Meibozyten als auch eine
mogliche Bedeutung der Zell-Zell-Kontakte in der Pathogenese der MGD untersucht .
Dafiir wurde die stabile humane Meibozyten-Zelllinie HMGEC (human meibomian gland
cells) verwendet. Dafiir mussten zuerst die optimalen Differenzierungskonditionen fiir
diese Zelllinie etabliert und zwei Zeitpunkte festgelegt werden, die sich gut mit einem
frithen und einem spéteren Zeitpunkt in der Reifung der Zellen in Verbindung bringen
lieBen. Dabei war es das Ziel, die HMGECs zu charakterisieren und die Adhéisionskréafte
in den verschiedenen Differenzierungsstadien zu quantifizieren. Zunichst waren die
desmosomalen Proteine im Zentrum der Untersuchungen, da diese essentiell fir die
Vermittlung starker Zellkontakte in vielen Geweben sind. Diese Daten zeigen jedoch, dass
die Zellhaftung in Meibozyten anders als in anderen Epithelien reguliert wird. Zudem
liegt Grund zur Annahme vor, dass eher Adhérensjunktionen als Desmosomen essentiell
fir die Adhésionskontakte zwischen Meibomdriisenzellen und fir die Sekretproduktion

sind.

Der GrofBteil der hier beschriebenen Ergebnisse und dargestellten Abbildungen wurde

bereits veroffentlicht:

Rotzer V, Melega F, Garreis F, Paulsen F, Waschke J. E-Cadherin Is Important for
Meibomian Gland Function as Revealed by a New Human ex Vivo Slice Culture Model.
Am J Pathol. 2019 Aug:189(8):1559-1568. doi: 10.1016/;.ajpath.2019.04.015. Epub 2019
May 20. PMID: 31121132,
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V Abstract

V Abstract

Meibomian glands are modified, holocrine sebaceous glands within the eyelid important
for the maintenance of the integrity and health of the ocular surface. These glands produce
an oily secret which stabilizes the tear film. Therefore, a dysfunction of the glands
(Meibomian Gland Dysfunction, MGD) is nowadays seen as the leading cause of the so-
called Dry eye disease (DED). Former in situ research done by our group showed that the
number of desmosomes in Meibomian glands increases over time during cell
differentiation. What is more, Pemphigus vulgaris, a chronic blistering autoimmune

disease caused by autoantibodies against desmosomal cadherins, is very often associated
with DED.

With this work we firstly wanted to analyse the physiological conditions for the formation
of cell-cell-contacts in Meibomian glands and secondly investigate the role of cell cohesion
in the pathogenesis of the Meibomian gland dysfunction. We used a stable human
meibocyte cell-line (human meibomian gland cells, HMGECs) and started with identifying
the perfect conditions for differentiation. We determined two points in time that were
associated with an early and a more mature state of differentiation. We then wanted to
analyze the exact composition of cell cohesion molecules in Meibomian glands and quantify
the adhesion strength during maturation. Desmosomal cadherins were of major interest
in the beginning, because they are known to be essential for strong cell cohesion in various
tissues. However, this data shows that cell cohesion is regulated differently in Meibomian
glands. What is more, there is evidence that the adherens junction component E-cadherin,
and not desmosomes, is crucial for the maintenance of physiological processes in

Meibocytes.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Augenlid und Trianenfilm

Das Augenlid spielt eine wesentliche Rolle fiir den Erhalt der Homdostase des
menschlichen Auges. Es erfiillt eine Schutzfunktion vor dulleren Verletzungen und sorgt
dafiir, dass die Tranenfliissigkeit gleichmaBig auf die Augenoberflache verteilt wird. Ober-
und Unterlid sind im Prinzip gleich aufgebaut und bestehen aus mehreren Komponenten,
die alle ihren eigenen Teil zur Physiologie des Auges beitragen (Liillmann-Rauch, 2015).
Nach aullen wird das Augenlid von einer dinnen Epidermisschicht bedeckt, auf die nach
innen das Bindegewebe folgt. Das Bindegewebe enthalt einerseits die Muskulatur, und
zwar den M. orbicularis oculi, den M. tarsalis superior und inferior und die Sehne des M.
levator palpebrae superioris, und andererseits Blutgefille, Wimpern, Driisen und den
Tarsus. Letzterer ist das bindegewebige Skelett des Augenlides und in ihm befinden sich
die ldnglichen Meibomdriisen, die mit ihrem Ausfithrungsgang auf die Innenseite des Lids
und somit auf die Augenoberflaiche miinden. Nach innen bildet die Konjunktiva die dem

Auge direkt anliegende Schicht und Begrenzung des Lids (Abb. 1A) (Welsch et al., 2014).

Der Trénenfilm ist fir den Erhalt der Gesundheit des Auges ausschlaggebend, da er eine
gesduberte und geschiitzte Oberfliche fiir die umliegenden Strukturen garantiert (Willcox
et al., 2017). Zudem ist der Trénenfilm wesentlich an der Lichtbrechung und somit am
Sehen beteiligt. In der Fachliteratur wird ein dreischichtiger Aufbau des Tranenfilms
beschrieben: Der Kornea anliegend befindet sich die wéssrige Schicht und dartiber die
Lipidschicht, welche die wissrige Schicht stabilisiert (Waschke, Bockers, & Paulsen,
2019).

1.2 Meibomdriisen

Meibomdriisen sind lédngliche Talgdriisen und befinden sich im Tarsus des oberen und
unteren Augenlides, weshalb sie auch Glandulae tarsales genannt werden (Abb. 1B). Es
handelt sich um holokrine Driisen, die im Unterschied zu anderen Talgdriisen nicht in
Bezug zur Behaarung und im Falle des Auges nicht in Bezug zu den Wimpern stehen
(Welsch et al., 2014). Das erste Mal wurden sie im Jahre 1666 ausfiihrlich von Heinrich
Meibom beschrieben, einem deutschen Arzt, nach dem sie auch benannt sind. Obwohl
diese Driisen gewisse Ahnlichkeiten mit anderen Talgdriisen aufweisen, unterscheiden
sie sich doch betrédchtlich hinsichtlich ihrer Anatomie, Lokalisation und Funktion sowie
Zusammensetzung des produzierten Talgs (Knop, Knop, Millar, Obata, & Sullivan, 2011).

Diese holokrinen Driisen bestehen aus Azini, welche sich radidr um einen zentralen
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1 Einleitung

Ausfiihrungsgang befinden, der mit seiner Offnung nahe der inneren Lidkante miindet.
Im Oberlid befinden sich in etwa 30 Driisenstriange, im Unterlid hingegen etwas weniger,
wobei deren durchschnittliche Linge 2-5,5 mm betridgt (Greiner et al., 1998). Die
Regulation der Driisen erfolgt zu einem grofBen Teil durch Geschlechtshormone, wobei
hauptsachlich Androgene stimulierend auf die Protein- und Lipidsynthese wirken
(Schroder et al., 2016). Die Innervation der Meibomdriisen erfolgt #hnlich wie bei der

Trénendriise primér parasympathisch (N. Knop & E. Knop, 2009).

Meibomdriisen versorgen das Auge mit einem oligen Sekret, dem Meibum, der
hauptsachlich aus Lipiden besteht und durch den Trénenschlag tiber der Augenoberfliache
verteilt wird. Dadurch legt sich das Meibum auf die Tranenfliissigkeit, bildet die dullerste
Schicht davon und schiitzt sie vor dem Verdampfen. So tragen Meibomdriisen in
entscheidendem Mafle zur Homoéostase des Auges und dem Erhalt der Augenfeuchtigkeit
bei (N. Knop & E. Knop, 2009). Der Sekretionsmechanismus ist holokrin, was bedeutet,
dass die Zellen das Sekret nicht in ein freies Lumen abgeben, sondern dass sich die
apikalen Zellschichten auflésen, zugrunde gehen und so zusammen mit dem Sekret in
einen gemeinsamen Ausfithrungsgang miinden (Welsch et al., 2014). Die Sekretionsart
beruht auf der Tatsache, dass die Zellen durch programmierten Zelltod sterben und dann
als Ganzes (gr.: holos, ganz) das Driisensekret bilden (Liillmann-Rauch, 2015). In den
basalen Schichten der Driisenazini befinden sich die teilungsfidhigen und proliferierenden
Zellen, die im Laufe der Zeit und mit Zunahme der Reifung in die apikalen Schichten
wandern und auf dem Weg dahin den Talg produzieren und im Zellinneren in Form von
Tropfchen ablagern. Das Meibum menschlicher Meibomdriisen besteht zu 52% aus
Wachs-Estern, zu 44% aus Cholesterin-Ester, zu ca. 3% aus (O-Acyl)-Omega-
Hydroxyfettsduren, zu 1,5% aus Triacylglyceriden und zu einem sehr kleinen Teil aus
Phospholipiden (Butovich, Wojtowicz, & Molai, 2009; Hampel & Garreis, 2017). Da sich
das Meibum tber die Augenoberflache legt und, wie bereits oben beschrieben, zur
Stabilitat der Tranenfliissigkeit beitréagt, wird es haufig als Bestandteil des Tranenfilms
gesehen. Es tragt somit in entscheidendem Malle dazu bei, dass der Tranenfilm seine

antimikrobiellen und reinigenden Aufgaben erfiillen kann (Knop et al., 2011).
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1 Einleitung

A B

Blutgeral
/

! M. orbicularis oculi
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(Krause-Driise)
glandulae tarsales

(Meibom)

Epithel der<:
Conjunctiva palpebrarum
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(Meibom)

Arterie
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Ausfihrungsgang (Meibom-Driise) v
Wimpern

Abbildung 1° Lokalisation der Meibomdriisen im humanen Auge

A) Histologische Darstellung eines Augenlids. Modifiziert nach Welsch, U., Deller, T., Kummer,
W., 2014. Lehrbuch Histologie. Elsevier, Urban & Fischer, Miinchen. B) Anordnung der
Meibomdriisen im oberen und unteren Augenlid. Modifiziert nach Knop et al., IOVS, 2011.

1.3 Zell-Zell-Kontakte

1.3.1 Desmosomen

Desmosomen zdhlen zu den intrazelluliren Haftkontakten, sie sind scheibenférmig
aufgebaut (Maculae adhaerentes) und haben einen Durchmesser von ungefihr 0,3-0,5 um.
An der Stelle, wo Zellen durch Desmosomen verbunden sind, liegt ein interzelluldrer Spalt
von 20-40 nm vor (Liilllmann-Rauch, 2015). Da Desmosomen im Zytoplasma eine
Verbindung zu Intermedidrfilamenten aufweisen, stellen sie eine adhésive Verbindung
dar, die dem Gewebe eine besondere mechanische Starke verleiht. Daher kommen
Desmosomen hauptséchlich in Geweben vor, die einem groBlen mechanischen Stress
ausgesetzt sind, wie die Haut, die Schleimh#ute und das Myokard (Waschke, 2008). Dabei
sel erwiahnt, dass die Starke dieser Haftkontakte daher riuhrt, dass Desmosomen Teil
eines Komplexes sind, der aus drei Domé&nen besteht. Aullerhalb der Zellen befinden sich

die extrazelluldren Doménen, die die dichte Mittellinie der desmosomalen Cadherine
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1 Einleitung

bilden, intrazellular befinden sich die 4uBere und die innere dichte Plaqueregion (Garrod
& Chidgey, 2008). Die drei vorkommenden Proteintypen sind: desmosomale Cadherine,
Vertreter der Armadillofamilie und Vertreter der Plakinfamilie (Plaqueproteine). Die
desmosomalen Cadherine (Desmogleine 1-4 und Desmocolline 1-3) bilden die
interzelluldre Einheit, wahrend die anderen zwei Komponenten an der Bildung der
intrazellularen Plaques beteiligt sind (Waschke, 2008). Desmosomale Cadherine gehen
Ca2*-abhéngige Bindungen mit den Molekiilen benachbarter Zellen ein, Plakoglobin und
Plakophilline aus der Familie der Armadilloproteine hingegen stellen zusammen mit
Desmoplakin aus der Plakin-Proteinfamilie die Verbindung und Interaktion zu den
Keratinfilamenten her. So ist eine enge Verkniipfung des Zytoskeletts mit den
Zelladhisionsmolekiilen gegeben (Delva, Tucker, & Kowalczyk, 2009). Wie neuere
Untersuchungen zeigen, sind die desmosomalen Cadherine auch an der Regulation von
intrazelluldaren Signalwegen beteiligt und erfiilllen dadurch Funktionen, die tiber die rein

mechanische Haftungsfunktion hinausgehen (Waschke & Spindler, 2014).

1.3.2 Adhirenskontakte

Adhéarenskontakte stellen neben den desmosomalen Kontakten die zweite Gruppe von
intrazellularen Haftkontakten dar. In der Regel liegen Adharensjunktionen als Zonulae
adhaerentes vor und verbinden wie eine Art Giirtel die Zelle rundherum mit allen
Nachbarzellen (Liillmann-Rauch, 2015). Der Spalt zwischen den zwei benachbarten
Zellmembranen betragt in etwa 20 nm und die Lange der Zonula adhaerens liegt bei 0,2-
0,5 pm. Die beteiligten Adhésionsmolekiile sind Cadherine, welche benachbarte
Plasmazellmembranen verbinden, indem sie iiberwiegend homophile Bindungen eingehen
(Niessen, 2007). Cadherine sind mit den sogenannten Cateninen assoziiert, welche
zytoplasmatische Proteine sind und ihrerseits mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden sind
(Meng & Takeichi, 2009). Es wurde beobachtet, dass die Assemblierung von
Adhérensjunktionen Ca2*-abhéingig ist und dass die verschiedenen Cadherine je nach
Zelltyp unterschiedlich exprimiert werden. So wird beispielsweise E-Cadherin (E-Cad)
hauptsichlich in Epithelien und N-Cadherin (N-Cad) in Nervenzellen exprimiert.
Aullerdem spielt diese Art der Zell-Zell-Kontakte vor allem in der embryologischen
Entwicklung eine entscheidende Rolle. P- und E-Cad werden in den embryologischen
Keimblattern (Endo-, Ekto- und Mesoderm) und in der Plazenta exprimiert, wobei sich die
Expressionsmuster je nach Entwicklungsstadium &ndern. Das deutet an, dass die
verschiedenen Cadherine eine wichtige Rolle in der Implantation und Morphogenese des
Embryos spielen sowie in der Organisierung des Gewebes und der Zellwanderung, indem

sie den verschiedenen Zelltypen unterschiedliche adhésive Eigenschaften verleihen.
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Cadherine sind auch an der Regulierung von verschiedenen Signalwegen beteiligt
(Niessen, 2007; Niessen, Leckband, & Yap, 2011; Nose & Takeichi, 1986; Yoshida-Noro,
Suzuki, & Takeichi, 1984).

1.4 Syndrom des Trockenen Auges

1.4.1 Definition

In den letzten 30 Jahren hat das Interesse fiir das sogenannte Trockene Auge (engl. Dry
eye disease, DED) stetig zugenommen. Dabei haben sich verschiedene Organisationen
und Forschungsgruppen darum bemiiht, den klinischen Umgang mit DED und die
Therapieoptionen zu verbessern. Um die Diagnostik und die Therapie international zu
erleichtern, hat man erstmal an einer allgemein giltigen Definition gearbeitet, die
evidenzbasiert und zeitgemaf sein sollte (Craig et al., 2017). Die erste verdffentlichte
Definition von DED stammt aus dem Jahre 1995 basierend auf dem Konsensus der
NEI/Industry working group on Clinical Trials in Dry Eye (Lemp, 1995), laut dem eine
mangelhafte Tranenfliissigkeit oder eine exzessive Verdampfung eine Fehlfunktion des
Tréanenfilms verursachen. Daraus resultieren die Schadigung der Augenoberflache und

die damit assoziierten Augenbeschwerden.

Im Laufe der Zeit wurde man sich zudem einig, dass das Trockene Auge aus einer
Fehlfunktion der Lacrimal Functional Unit (LFU) hervorgeht. Dabei handelt es sich um
ein System, das flr die Aufrechterhaltung der Homdostase des Auges sorgt und aus den
folgenden Anteilen besteht: der Trénendriise, der Augenoberfliche mit Kornea und
Konjunktiva, den Augenlidern und den Meibomdriisen sowie der sensorischen und
motorischen Innervation aller beteiligten Komponenten. Die LFU kontrolliert und
reguliert den Grofiteil der Tridnenzusammensetzung und -Produktion, indem sie auf
hormonelle, kortikale und dullere Einfliisse reagiert. Einige oder auch alle Strukturen
gemeinsam koénnen an der Entstehung des Trockenen Auges beteiligt sein (Stern et al.,
1998; Stern, Gao, Siemasko, Beuerman, & Pflugfelder, 2004; Stern, Schaumburg, &
Pflugfelder, 2013). Etwa 10 Jahre nach der ersten offiziellen Definition wurde im Rahmen
des ,International Dry Eye Workshop“ eine neue Definition geliefert, welche die neuen
Kenntnisse bezlglich der Rolle von Hyperosmolaritit und Entziindung miteinschlieen
sollte (Lemp et al., 2007). Laut dieser wurde das Trockene Auge als ein Syndrom
multifaktorieller Genese verstanden, welches hauptsichlich aufgrund der Tranenfilm-
Instabilitat zu einer Schadigung der Augenoberflache fihrt, wobei man eine hohe
Empfindlichkeit und Seheinschrankung mit begleitender Entziindung des Auges als

vordergriindige Symptome sah. Damit wurde festgelegt, dass es sich um eine
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multifaktorielle Erkrankung handelt, deren Atiologie und Pathogenese aber noch nicht

vollends verstanden war.

Im Jahre 2017 haben die Mitglieder des Tear Film Subcommittee die Definition neu
formuliert und dabei besonders die Rolle des Tranenfilms erneut evaluiert. Man hat dafiir
biophysische und biochemische Aspekte der Tranenfliissigkeit im Rahmen der DED
iiberpriift und den circulus vitiosus der Erkrankung zur Kenntnis genommen (Baudouin
et al., 2016). Zusammenfassend kann man sagen, dass besonders auf den multifaktoriellen
Charakter der Krankheit sowie auf den instabilen Tranenfilm und auch auf die mégliche
Rolle von neurosensorischen Abnormititen (Belmonte et al., 2017) eingegangen wurde.
Dabei wurde in der Definition betont, dass der Verlust der Homdéostase des Trénenfilms
ausschlaggebend fiir die Symptome ist und &tiologisch die Hyperosmolaritat, die
Tranenfilm-Instabilitiat, Oberflachenentziindung und -verletzung sowie neurosensorische

Anomalien fiihrend sind (Craig et al., 2017).

1.4.2 Einteilung, Pathogenese und Klinik

Da das offene Auge stidndig der Gefahr der Austrocknung ausgesetzt ist, gibt es ein
Zusammenspiel von Mechanismen und Strukturen, die den Erhalt der noétigen
Feuchtigkeit sicherstellen. Im Falle der DED kommt es zu einer Fehlfunktion dieser
Mechanismen, welche zu einer quantitativen oder qualitativen Verédnderung der

Tranenfliissigkeit und des Trianenfilms fithren (Bron et al., 2017).

Analysen der gréBten epidemiologischen Studien zum Trockenen Auge (Women’s Health
Study (WHS), Physician’s Health Study (PHS)) zeigen, dass ca. 5-30 % der Amerikaner
uber 50 Jahren von DED betroffen sind, wobei die Anzahl der betroffenen Frauen hoher
als die der Ménner ist (Smith, 2007).

Es ist mittlerweile anerkannt, dass die sensorischen Nerven der Augenoberfliche im
Rahmen der Erkrankung strukturellen und funktionellen Anderungen unterliegen,
welche dann unter anderem die Symptomatik verursachen. Die Symptome reichen von
mildem Unwohlsein bis hin zu starker Trockenheit und brennendem Schmerz. Bei
chronischem DED ist es sehr wahrscheinlich, dass sogar mehrere Abschnitte der
neurologischen Achse betroffen sind, sodass daraus eine veréinderte Gewebeversorgung
und Tranenproduktion sowie ein abgeschwichter Blinkreflex resultieren (Belmonte et al.,

2017).

Es gibt mehrere geschlechtsbezogene Unterschiede, welche sich auf die Physiologie des
Auges auswirken (Sullivan et al., 2017). Viele dieser Unterschiede hingen mit den

Geschlechtshormonen zusammen, wie z.B. Androgene oder Ostrogene, aber auch mit
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hypothalamischen Hormonen, Glukokortikoiden, Insulin und anderen. Androgene sind
beispielsweise aullerst wichtig fiir die Regulierung der Homdéostase der Augenoberflache
und der Augenanhangsgebilde. So kann ein Androgenmangel zu einer Fehlfunktion der
Tranendriise fiihren und zdhlt zu den Risikofaktoren fiir die Entstehung einer

Fehlfunktion der Meibomdriisen (Schréder et al., 2016).

1.4.3 Diagnose

Wolffsohn et. al (Wolffsohn et al., 2017) hatten es sich zum Ziel gesetzt, die effizientesten
und sichersten Tests zu nennen, um DED diagnostizieren und im Krankheitsverlauf
uberwachen zu konnen. Wichtig ist es dabei Tests miteinzuschlieBen, die im klinischen
Alltag gangig eingesetzt werden und andere Erkrankungen ausschlieen, welche eine
dhnliche Symptomatik wie DED aufweisen. Fragebogen sind die am meisten verwendeten
Diagnosemittel und sollten auch weiterhin verwendet werden (Korb, 2000; Nichols,
Nichols, & Zadnik, 2000). Der sogenannte OSDI (Ocular Surface Disease Index) ist der am
meisten verwendete Fragebogen und erfiillt seine Aufgabe sehr gut, sodass das Wolffsohn-
Komitee diesen Test oder in Alternative den DEQ-5-Fragebogen (5-Item Dry Eye
Questionnaire) empfiehlt (Baudouin et al., 2014; Chalmers, Begley, & Caffery, 2010;
Schiffman, Christianson, Jacobsen, Hirsch, & Reis, 2000). Nachdem mittels einem dieser
zwel Fragebogen der Verdacht bekraftigt wurde, dass der Patient DED haben konnte,
sollte eine nicht-invasive Diagnostik durchgefithrt werden. Um die Stabilitat des
Tranenfilms zu untersuchen, wird die sog. ,Tear Film Breakup Time“ gemessen (Johnson
& Murphy, 2005). Der in der Augenheilkunde gut etablierte Schirmer-Test wird
verwendet, um die Produktion der Tranenfliissigkeit zu messen. Auch die Osmolaritat
kann nicht-invasiv gemessen werden und es steht ein Grenzwert von 316 mOsm/l fest, der
vom Komitee als validiert zu betrachten gilt (Tomlinson, Khanal, Ramaesh, Diaper, &
McFadyen, 2006). Als nicht-invasive Methoden werden zudem Farbungen der Kornea, der
Konjunktiva und des Lidrandes vorgeschlagen, die auf eine Verletzung der genannten
Strukturen schlieBen liasst (Korb, Herman, Finnemore, Exford, & Blackie, 2008). Was
dann als Diagnostik folgen sollte, ist die Subtyp-Klassifikation der DED in Evaporative
dry eye (EDE) oder Aqueous deficient dry eye (ADDE), welche aus dem Grad der MGD,
der Lipiddicke und -dynamik sowie aus dem Trénenvolumen hervorgeht (Wolffsohn et al.,

2017).

Auch von Tomlinson et. al wird auf tbersichtliche Art ein diagnostisches Vorgehen
geschildert, um die Diagnose MGD zu stellen. Dieses hat sich aus der Forschung von
verschiedensten Gruppen ergeben und sieht zusammengefasst wie folgt aus: Fragebogen,

Lidschlagfrequenz, Hohe des Tranenmeniskus, Tranenosmolaritiat, Fluoresceinfarbung,
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Schirmer-Test und Meibographie (Arita, Itoh, Inoue, & Amano, 2008; Bailey, Bullimore,
Raasch, & Taylor, 1991; Sparrow, Frost, Pantelides, & Laidlaw, 2000; Tomlinson et al.,
2011).

1.4.4 Therapie

Das TFOS DEWS II-Komitee fiir Management and Therapy von DED (Jones et al., 2017)
schlagt ein Stufenschema fiir die Therapie des Trockenen Auge vor. Dieses sieht

zusammengefasst wie folgt aus:

1. Stufe: Patientenschulung, Eliminierung von &ulleren negativen Einfliissen,
didtetische MaBnahmen (wie z.B. die Einnahme von oralen essentiellen
Fettsduren), Eliminierung von Medikamenten, die die Krankheit verschlechtern;
Augensalben, Augenhygiene und warme Kompressen.

2. Stufe: Erhaltung der Tranenfliissigkeit durch Verschluss der Abflusswege (puncta
lacrimalia) oder durch Tragen von Feuchtigkeitsbrillen, verschreibungspflichtige
Medikamente gegen die Entziindung (Antibiotika, Kortikosteroide, andere
immunmodulatorische Medikamente), sekretorisch-wirkende Medikamente.

3. Stufe: Applikation oraler sekretorisch-wirkender Medikamente autologer oder
allogenetischer Serum-Augentropfen sowie therapeutischer Kontaktlinsen.

4. Stufe: Gabe topischer Kortikosteroide tiiber einen langeren Zeitraum sowie

Anwendung chirurgischer MaBnahmen.
1.5 Dysfunktion der Meibomdriisen

1.5.1 Definition

Eine Fehlfunktion der Glandulae tarsales wird im Englischen als Meibomian Gland
Disease oder Meibomian Gland Dysfunction (MGD) bezeichnet. Dass im
englischsprachigen Raum die Bezeichnung Meibomian Gland Dysfunction haufiger als die
Bezeichnung Disease verwendet wird, héngt vermutlich damit zusammen, dass die
Befunde eher als Funktionsstérung und nicht als eigenstédndige Erkrankung aufgefasst

werden (Knop et al., 2009; Knop et al., 2011).

Das Subkomitee fiir Definition und Klassifikation am International Workshop on
Meibomian Gland Dysfunction schlégt eine Definition fiir die MGD vor, welche besagt,
dass es sich um eine chronische Fehlfunktion der Driisen handelt, wobei diese meistens
mit einer Obstruktion der Ausfiihrungsgédnge und/oder mit Verdnderungen der Sekretion

einhergeht. Die Folgen dieser Anomalie kénnen Anderungen des Tranenfilms, Irritation
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des Auges, Entziindung und eine Erkrankung der Augenoberfliche sein (Nelson et al.,

2011).

1.5.2 Klassifikation und Pathogenese

Seit Ende der 70er-Jahre werden die Meiboskopie und -graphie in der Diagnostik der
MGD verwendet, um Verdnderungen in der Morphologie der Driisen zu dokumentieren
und die Fehlfunktion zu klassifizieren (Jester et al., 1982; Mathers, Daley, & Verdick,
1994; Robin, Jester, Nobe, Nicolaides, & Smith, 1985). Neben diesen beiden Techniken
gibt es noch weitere Tests, um eine Bewertung der Driisen durchzufithren. Dazu zéahlen

zum Beispiel (Foulks & Bron, 2003):

e die Evaporimetrie zur Messung des Wasserverlustes am offenen Auge

e die Interferometrie zur Messung der Lipidschichtdicke aufgrund ihrer
Interferenzfarben;

e die Meniscometrie zur Messung des Volumens des Trédnenmeniscus

e die Meibometrie zur Bestimmung der vorliegenden Meibum-Menge am Lidrand

e Untersuchung der Eigenschaften des sezernierten Meibums

Die Klassifikation der MGD erfolgt meistens aufgrund der Sekretionsrate. Demnach kann
man eine verminderte und eine erh6hte Sekretion unterscheiden. Bei Vorliegen einer
erhéhten Sekretion handelt es sich um eine hypersekretorische Stérung, wihrend man
bei einer verminderten Sekretion nochmal zwei Subkategorien unterscheiden kann:
Obstruktion des Ausfiihrungsganges oder Hyposekretion ohne Vorliegen einer
Obstruktion (Nichols et al., 2011). Die verminderte Lipidproduktion aufgrund einer
Obstruktion ist die haufigste Ursache fiir MGD (Foulks & Bron, 2003; Knop et al., 2011).

Mogliche Pathomechanismen und Faktoren, die zu einer MGD fihren, wurden vom
International Workshop on Meibomian Gland Dysfunction im Jahre 2011 vorgeschlagen
und in mehreren Artikeln iibernommen bzw. adaptiert (Baudouin et al., 2016; Chhadva,
Goldhardt, & Galor, 2017; E. Knop & N. Knop, 2009; Knop et al., 2011; Nichols et al.,
2011). Im Zentrum dieser Kausalitidten steht als hdufigste Ursache die Obstruktion der
Driisenéffnungen. Als erste kausale Prozesse werden auf der einen Seite (a) Faktoren wie
Alter, Geschlecht, hormonelle Storungen und Medikation betrachtet, auf der anderen
Seite sind (b) Alterungsprozesse und Verinderungen des Meibum zu nennen. Die unter
(a) genannten Punkte fiihren zur Hyperkeratinisierung des Driisengangsystems sowie zu

atrophischen Prozessen und wirken sich auch auf die Beschaffenheit des Meibums aus.
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Abbildung 2° Pathophysiologie des Trockenen Auges (DED) und der Dysfunktion von
Meibomdriisen (MGD)

Modifiziert nach Knop et al., IOVS, 2011.

Die unter (b) genannten Faktoren fithren einerseits zu einer erhéhten Viskositit oder zu
Seborrhoe und erhohten bakteriellen Wachstum mit nachfolgender Entziindung, die
moglicherweise auch zur Atrophie fiihrt. Die Obstruktion als zentrales Element der
Dysfunktion von Meibomdriisen fihrt einerseits unmittelbar zu einer verminderten
Sekretion von Meibum und dann zu DED. Sie kann aber auch zu einer Reihe negativer

Prozesse innerhalb der Meibomdriisen selbst fithren, indem es zur Meibumstase kommt,

welche zu einem erhohten Druck im Gangsystem und danach zu einer Dilatation fiihrt.
Die Stase kann im Sinne eines Teufelskreises ebenfalls Hyperkeratinisierung und eine
erhohte Viskositiat verursachen, die wiederum zu einer vermehrten Obstruktion fithren.

Die Dilatation bringt zudem im Laufe der Zeit ebenfalls eine Atrophie der Azini mit sich,
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wodurch auch eine verminderte Sekretion und das Trockene Auge entstehen. Eine

vereinfachte Version dieser Interaktionen ist in Abb. 2 zu sehen.

Fir alle Talgdriisen gilt, dass sie durch eine Vielzahl von Faktoren reguliert werden. Diese
Faktoren spielen sowohl im Gesunden als auch im Kranken eine groBe Rolle und
regulieren Wachstum, Differenzierung, Reifung, Lipidproduktion und Sekretion. Es
handelt sich dabei um Sexualhormone, Kortikosteroide, hypothalamische und epiphysére
Hormone, Retinoide, Neurotransmitter, Wachstumshormone und viele andere, wie aus
einer Ubersichtstabelle im Special Issue Article des IOVS (Knop et al., 2011) ersichtlich
wird: Das lasst folgen, dass das Zusammenspielen mehrerer Faktoren zu einer
Fehlregulation und demnach Dysfunktion der Driisen fithren kann. Die genauen Prozesse
und die exakte Pathogenese sind aber noch ein offenes Feld fiir die Forschung. Bisher hat
sich die Forschung vor allem auf die Effekte von Androgenen, Ostrogenen, Progestin, all-
trans-Retinsdure und Wachstumsfaktoren konzentriert. Es gibt auch Hinweise dafur,
dass gewisse Gene die Progression der Erkrankung fordern und dass sie mit einer
Alteration von liber 400 Genen assoziiert ist. Eine solche Genfamilie kodiert fiir die small
proline-rich (SPRR) Proteine, welche im Rahmen einer MGD hochreguliert sind (Liu et
al., 2011). Die SPRR-Gene werden in squamdsen Geweben exprimiert und beeinflussen
die Rigiditat und Flexibilitit dieser Epithelien (Tesfaigzi & Carlson, 1999). Zudem ist
bekannt, dass SPRRs die Keratinisierung férdern (Kawasaki et al., 2003), sodass sie im

Falle der MGD zumindest teilweise an der Hyperkeratinisierung beteiligt sein konnten.
1.6 Histologie von Meibomdriisen

Histologische Untersuchungen der Meibomdriisen fanden erstmals Anfang der 60er Jahre
statt, weil man sich davor mehr auf die mit Haaren assoziierten Talgdriisen
(=Haarbalgdriisen) konzentriert hatte. So wurden die Glandulae tarsales erstmals von
Leeson im Jahre 1963 genauer histologisch analysiert: Die basalen Zellen sind flach und
haben langliche Zellkerne, sie sind reich an Ribonukleoproteinen und Mitochondrien und
besitzen kaum endoplasmatisches Retikulum. Die Zellen der zweiten Schicht haben runde
Zellkerne und eine ovalere Form, besitzen =zahlreiche Lipidvesikel und weisen
desmosomale Zellkontakte zu den benachbarten Zellen auf. Die zentralen Zellen weisen
Zeichen von Zelluntergang auf und die Plasmamembran ldsst sich in der
Elektronenmikroskopie oft schwer identifizieren. Trotz dieser degenerativen Prozesse
sind die Zellkerne identifizierbar und sowohl Mitochondrien als auch die Plasmamembran
sind noch intakt. An der Ubergangsstelle zwischen den Zellen der Ausfithrungsgénge sind

erneut zahlreiche Desmosomen sichtbar (Leeson, 1963). Spiter analysierten Jester et al.
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die Driisengang- und die Azinuszellen nochmals genauer mittels Elektronenmikroskopie:
Sowohl in den Driisengdngen als auch in den Azini sind die basalen Zellen mit der
Basalmembran und mit den benachbarten Zellen durch Hemidesmosomen und
Desmosomen verbunden. Der Ubergang von den Driisengangzellen zu den Azinuszellen
erfolgt abrupt von keratinisierenden Zellen zu den klassischen Meibozyten (Jester,

Nicolaides, & Smith, 1981).

2016 erlangte man schlieflich neue Einblicke in die Morphologie und Anatomie der
menschlichen Meibomdriisen: Rotzer et. al sahen zum ersten Mal, dass die Verteilung
desmosomaler Komponenten differenzierungsabhéngig ist. Sie beobachteten ein erhohtes
Vorkommen von Desmosomen in reifen Meibozyten im Zentrum der Azini (Rétzer, Egu, &

Waschke, 2016) (Abb. 3A,3B).
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Abbildung 3° Exemplarische Darstellung der desmosomalen Verteilung in Azini von Mertbomdriisen

Histologische Untersuchung von Meibomdriisen. (A) Basale Zellen sind kugelférmig, liegen der
Basalmembran an und weisen desmosomale Kontakte auf (gelbe Pfeile). Die zentralen und reiferen
Azinuszellen sind unregelmiaBiger geformt und exprimieren deutlich mehr Desmosomen (gelbe
Pfeile) als in der #duBeren Zellschicht. MaBstab: 1000 nm. (B) Beispielhafte Farbung gegen
Desmoglein 1 (Dsgl), Desmoplakin (Dp), E-Cadherin (Ecad) und Desmoglein 2 (Dsg2) (rot). Dsgl
ist gleichférmig im ganzen Azinus vorhanden, wihrend Dsg2 vorwiegend in den Basalzellen zu
sehen ist. Dp hingegen wird hauptséichlich in den reiferen zentralen Azinuszellen, wihrend Ecad
sehr stark ubiquitir exprimiert wird. Die Zellkerne wurden mit dem DNA-Marker DAPI angefarbt
(blau) MaBstab: 50 pm. Modifiziert nach Rétzer et al., 2016, Histochem Cell Biol.
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1.7 Pemphigus vulgaris und DED

Pemphigus ist eine Gruppe von autoimmunen, blasenbildenden Krankheiten der Haut
und der Schleimh&aute, welche durch Serum-Autoantikérper der Immunglobulin-Klasse G
(IgG) gegen desmosomale Adhisionsmolekiile charakterisiert ist. Es werden drei
Subtypen der Erkrankung unterschieden: Pemphigus vulgaris (PV), Pemphigus foliaceus
(PF) und der paraneoplastische Pemphigus. Der Entstehungsort der Blasen kann durch
das Autoantikorperprofil, die gewebespezifische Expression von Desmogleinen und durch
die unterschiedlichen beteiligten Signalwege erklart werden. Aus diesem Grund weisen
die drei Untergruppen eine unterschiedliche Lokalisation der Blasenbildung und andere
Zielmolekiile auf (Amagai, Klaus-Kovtun, & Stanley, 1991; Amagai, Tsunoda, Zillikens,
Nagai, & Nishikawa, 1999; Hertl, 2000; Kasperkiewicz et al., 2017; Spindler & Waschke,
2018; Waschke, 2008).

PV ist der haufigste Subtyp in Europa, den USA und Japan, wobei mehr Frauen betroffen
sind und das Préavalenzalter 50-60 Jahre betragt. PF hingegen ist der haufigste Typus in
Stdamerika und Nordafrika mit hauptsédchlichem Befall von jiingeren Generationen

(Alpsoy, Akman-Karakas, & Uzun, 2015).

Die pathogenen Autoantikorper richten sich gegen Dsgl und Dsg3 sowie seltener gegen
Desmocollin 3 (Dsc3). Die Antikérper storen dabei die Zelladhidsion entweder durch
direkte Interaktion mit den Haftungsmolekiilen oder indem sie Signalwege beeinflussen

und modulieren, die fiir die Zellhaftung wichtig sind (Spindler & Waschke, 2018).

Autoimmundermatosen befallen hiufig auch die Augenschleimhiute, wodurch sie das
Sehen beeintrachtigen kénnen. Die ophthalmologischen Manifestationen kénnen je nach
befallener anatomischer Struktur — Konjunktiva, Kornea oder Augenlider — eingeteilt
werden (Laforest, Huilgol, Casson, Selva, & Leibovitch, 2005). Die Symptomatik bei der
Augenbeteiligung reicht von milder Irritation und Trockenem Auge (DED) bis hin zu
chronischer Konjunktivitis, Fehlstellung der Augenlider, Vernarbung an der
Augenoberfliche, Blasenbildung und Sehverlust (Hansen, Klefter, Julian, Lynge
Pedersen, & Heegaard, 2017; Vielmuth et al., 2016). In den 90er Jahren wurde in einer
Studie festgestellt, dass von elf Patienten mit PV acht (72,7%) Symptome einer
Augenbeteiligung angaben. Die Symptome Irritation, Fremdkorpergefithl und vermehrte
Tranenproduktion wurden bemerkt, bevor sich die mukokutanen Lisionen zeigten (Hodak
et al., 1990). Eine neuere Studie gab eine Augenbeteiligung bei 17 von 103 PV-Patienten
an und stellte fest, dass die Manifestation am Auge unabhingig von der

Krankheitsaktivitit und -extension ist (Akhyani et al., 2014). Die héufigsten
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Augensymptome sind Blepharitis, Konjunktivitis und DED. Es wurde gezeigt, dass
Autoantikérper durch eine Spaltbildung in Kornea wund Konjunktiva zur
Augenbeteiligung bei Pemphigus fithren kénnen (Vielmuth et al., 2016). Die Tatsache,
dass Pemphigus-Erkrankungen sehr selten sind, konnte eine Erklarung dafiir sein, dass
es zu einer Verzogerung in der Diagnostik von Seiten der Ophthalmologen kommt.
Erschwerend kommt noch hinzu, dass der genaue Zusammenhang zwischen Pemphigus
und DED noch unklar ist, wobei in beiden Fallen inflammatorische Prozesse eine wichtige
Rolle spielen (Tan et al., 2015). Abbildung 4 gibt einen Uberblick tiber die relevantesten
Signalwege, welche aktiviert oder inaktiviert werden, wenn PV-IgGs an Dsgl oder Dsg3
binden (Spindler et al., 2018; Spindler & Waschke, 2018). Méglicherweise werden einige
dieser Signalwege auch dahingehend aktiviert, dass sie zum Entstehen des DED und

MGD beitragen.

(cAMPIPKAT ) ( srcfl

= - Y PV-igG
‘p38MAPKY), ) "Rho GTPases{]

—» Intraepidermale Blasenbildung

s B PV-IgG-induzierte
Signalwegmodulation bewirkt Verlust
EGFR Té von interzellularer Haftung

O Pharmakologische Modulation des
Signalweges verbessert den PV-IgG-
induzierten Verlust von interzellularer
Haftung
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Abbildung 4: Ubersicht relevanter Signalwege in der Pathogenese des PV

Signalwege, die nach Bindung von PV-IgGs an Dsgl oder Dsg3 moduliert werden.
1.8 Vorarbeiten und Zielsetzung

Da wir die Hypothese untersuchen wollten, dass die interzellularen Kontakte wichtig fiir
das richtige Funktionieren der Driisen und fir eine ausreichende Meibumbildung sind,
mussten erstmal das Vorhandensein und die Zusammensetzung der Zellkontakte in
intakten Meibomdriisen in situ untersucht werden. Dafliir wurde Probenmaterial von
Korperspendern genutzt und die entnommenen Proben mit
Transmissionselektronenmikroskop analysiert. Wie Rotzer et al. zeigen konnte, dndern
sich Lipidgehalt und die Verteilung der Zellkontaktproteine in Abhingigkeit vom
Differenzierungsstadium, wobei fiir Dsec3 und das Plaqueprotein Plakoglobin eine

gleichméafige Verteilung tber den gesamten Driisenazinus festgestellt wurde. Im
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Gegensatz dazu wurden Dsg2 und Dsg3 vorwiegend in den basalen, jedoch kaum in
gereiften zentralen Meibozyten detektiert. Interessanterweise zeigte sich, dass
Desmoplakin, welches eine starke Verankerung zwischen Keratinfilamenten und den
Desmosomen vermittelt, hauptsachlich von reifen Meibozyten im zentralen Azinusbereich
und nicht von Basalzellen exprimiert wird. Fiir E-Cadherin, dem Adhésionsmolekiil der
Adhirenskontakte, zeigte sich ebenfalls eine gleichméallige Verteilung tiber den gesamten
Azinus (Rétzer et al., 2016). Fiir die Kultivierungsbedingungen der Meibozyten-Linie
wurden die Vorarbeiten von anderen Forschungsgruppen genutzt. Sullivan und seine
Arbeitsgruppe (Sullivan et al., 2014) kultivieren HMGECs zunichst fiinf bis sieben Tage
(d) in serumfreiem Medium (SFM) und dann fiir weitere 14 d entweder weiter in SFM
oder in Serum-haltigem Medium. Die Uberlegung dahinter war zu beobachten, wie sich
der Zusatz von Serum auf Genexpression und Lipidakkumulation auswirken wiirde. Es
wurde aullerdem fiir HMGECs gezeigt, dass eine Serum-induzierte Differenzierung die
Bildung von Keratinfilamenten und Desmosomen bewirkt (Hampel, Schroder, et al.,
2015). Auch der Zusatz von anderen Substanzen, wie z.B. Omega-3-Fettsiduren, Glucose,
Insulin oder Azythromycin, hat darauf Auswirkung. Jedoch weist die Zellkultur
Limitationen auf, da sich physiologische Prozesse nicht gidnzlich reproduzieren lassen. In
einem ersten Schritt wurde das obengenannte Protokoll angepasst, indem die Zellen Tag
fir Tag lichtmikroskopisch beobachtet und dann auch mit dem konfokalen Mikroskop
bezliglich Merkmale der Differenzierung analysiert wurden. Wichtige Parameter fiir die
Festlegung der Rahmenbedingungen fiir die Experimente waren Konfluenz, Morphologie

und Bildung von Lipidvesikeln.

Zusammenfassend werden mit der vorliegenden Arbeit folgende Fragen adressiert:

1. Inwieweit unterscheiden sich die Zellkontakte bzw. die Proteinexpression zwischen
nicht-ausdifferenzierten und ausdifferenzierten Meibozyten (ohne und in
Anwesenheit von Serum)?

2. Gibt es einen Unterschied in der Expression der Zellhaftungsproteine nach Tag 1 (1d)
bzw. Tag 6 (6d) im Differenzierungsmedium?

3. Wie beeinflussen das Vorhandensein von Serum und die Zugabe von
Eicosapentaensiure (EPA), einer Omega-3-Fettsiure, die Lipidproduktion?

4. Wie lasst sich die Zellhaftung in Meibozyten stéren/modulieren? Gibt es eine
Korrelation zwischen der Zellhaftung und der Talgproduktion?

5. Welche Signalwege sind an der Regulation der Zellhaftung und der Lipidproduktion
beteiligt?
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6. Hat die gezielte Inhibierung von desmosomalen Dsg3 durch PV-Antikérper einen
Einfluss auf die Zellhaftung in Meibomdriisen und besteht ein Zusammenhang

zwischen der Pathogenese des PV und des Trockenen Auges?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Meibom-Zelllinie

Tabelle 1° Auflistung der verwendeten Zelllinie

Bezeichnung Zellart, Gewebe, Spezies Hersteller

HMGECs

(human Meibozyten, Meibomdriise, | David Sullivan (Schepens
Mensch Eye Research)

meibomian gland

epithelial cells)

2.1.2 Antikorper und Mediatoren

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Primarantikorper

Antikorper Spezies Anwendung/ Hersteller
Konzentration
Kaninchen/monoklona Abcam, Cambridge,
anti-DP 1+2 WB/ 1:1000
1 Grofibritannien
anti-Dsgl WB/ 11000 Progen, Heidelberg,
Maus/monoklonal
(clone p124) Dispase/ 1:50 Deutschland
anti-Dsg2 Progen, Heidelberg,
Maus/monoklonal WB/ 1:200
(clone 10G11) Deutschland
Anti-Dsg2 1F/1:100 Progen, Heidelberg,
Maus/monoklonal
(ohne Azid) Dispase/1:50 Deutschland
WB/ 1:1000 Biozol, Eching,
anti-Dsg3 Kaninchen/polyklonal
IF/ 1:100 Deutschland
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Antikorper Spezies Anwendung/ Hersteller
Konzentration
Kaninchen/monoklona Abcam, Cambridge,
anti-Dscl WB/ 1:200
1 GrofBbritannien
Kaninchen/monoklona Progen, Heidelberg,
anti-Dsc2 WB/ 1:1000
1 Deutschland
LS Bio, Seattle,
anti-Dsc3 Kaninchen/polyklonal | WB/ 1:200 )
Washington, USA
anti'E' BD T d t
. WB/ 1:1000 ransduction,
Cadherin Maus/monoklonal Heidelberg,
(clone 36) IF/ 1:100 Deutschland
anti'E' IF/WB/DISpaS Thermo FiSheI‘
Cadherin Maus/monoklonal € Scientific, Waltham,
(SHE787) 8 ug/ml UsA
anti- WB/1:1000 Progen, Heidelberg,
) Maus/monoklonal
Plakoglobin TF/1:100 Deutschland
Santa Cruz
anti-GAPDH | Maus/monoklonal WB/ 1:1000 Biotechnology, Texas,
USA
anti-a- Abcam, Cambridge,
Maus/monoklonal WB/ 1:5000
Tubulin Grofibritannien
Selbst isoliert aus
Mensch  (anti-Dsgl- Serumproben der Klinik
PV-ToG Aktivitat: 9263 U/ml; | IF/WB/Dispas | fur Dermatologie,
8 anti-Dsg3-Aktivitat: e 1:50 Universitatsklinikum
18.383 U/ml) Schleswig-Holstein,
Libeck, Deutschland
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Antikorper Spezies Anwendung/ Hersteller
Konzentration
12,5 pg/ml Santa Cruz
Stock-
DECMA Ratte (Stoc Biotechnology, Texas,
konzentration
USA
200 pg/ml)
Cell Signaling
anti-Notch Technologies,
Kaninchen/polyklonal | WB/1:1000 )
total Cambridge,
GroBbritannien
Cell Signaling
anti-Notch _ Technologies,
Kaninchen/polyklonal | WB/1:1000 )
cleaved Cambridge,
GroBbritannien

Tabelle 3° Auflistung der verwendeten Sekundéirantikorper und Fluorophor-gekoppelten

Substanzen
Konjugierte
Antikorper/Substanzen Anwendung | Hersteller
Fluorophore
. . Dianova, Hamburg,
Ziege-anti-Maus Cy3 IF
Deutschland
. . . Dianova, Hamburg,
Ziege-anti-Kaninchen | Cy3 IF
Deutschland
. . Dianova, Hamburg,
Ziege-anti-Maus Cy2 IF
Deutschland
. . Dianova, Hamburg,
Ziege-anti-Maus pox WB
Deutschland
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Konjugierte
Antikorper/Substanzen Anwendung | Hersteller
Fluorophore
Dianova, Hamburg,
Ziege-anti-Kaninchen WB
Deutschland

Sekundarantikérper fiir die Immunfluoreszenzdarstellung (Cy2- und Cy3 -gekoppelt)

wurden in einer 1:600 Verdiinnung in PBS und fiir Westernblot-Analysen (pox-gekoppelt)

in einer 1:10.000 Verdiinnung in einer Milchpulverlésung (5% Milchpulver in TBST)

eingesetzt.

Tabelle 4: Auflistung der Mediatoren

Mediator Konzentration Wirkung Hersteller
Interaktion mit | Biozol, Eching,
AK23 75 ng/ml
Dsg3 Deutschland
Aktivierung der | Sigma-Aldrich, St.
Anisomycin | 60 uM )
p38MAPK Louis, USA
Inhibierung der | Enzo Life  Sciences,
BIM-X 1 uM
PKC Lorrach, Deutschland
Santa Cruz
Inhibierung von
Erlotinib 20 uM Biotechnology, Santa
EGFR
Cruz, CA, USA
Regulierung von
Thermo Fisher
Zellwachstum,
EGF 5 ng/ml Scientifics, Karlsruhe,
Proliferation und
Deutschland
Differenzierung
Aktivierung der | Sigma-Aldrich, St.
Forskolin* 5 umol/l )
Adenylylcyclase Louis, USA
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H89

PMA

Rolipram*

Rosiglitazone

SB202190

10 uM
(Stockkonzentration

10 mM)

50 nM

10 pmol/l

50 uM

30 uM

Inhibierung der
PKA

Aktivierung der
PKC

Inhibierung der
Phosphodiesterase
v

PPARy-Agonist
Inhibierung von
p38MAPK

Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA
Enzo Life Sciences,

Lorrach, Deutschland

Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA
Enzo Life Sciences,

Plymouth Meeting, PA

Merck
Billerica, USA

Millipore,

*Forskolin und Rolipram wurden in Kombination verwendet (F/R).

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 5 Auflistung der Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Accutase CELLnTEC, Bern, Schweiz
Acrylamid AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Agarose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Amphotericin B

Ampicillin

Aprotenin

APS

Bromphenolblau
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AppliChem, Darmstadt, Deutschland



2 Material und Methoden

Chemikalie Hersteller

BSA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
DEPC Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dispase Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DMEM Ham’s F12 (1:1), ()

Glutamine

DMSO

DTT

EDTA

EGTA

Eisessig

EPA

(cis-5,8,11,14,17-Eicosapentaenoic
acid)

Ethidiumbromid

FKS

Glycin

Glycerin

Green Puffer (5x)

HbSS

HCl

L-

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Promega, Madison, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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Chemikalie Hersteller

H:0:2 AppliChem, Darmstadt, Deutschland
HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Kanamycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

KCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Serumfreies Keratinozytenmedium

(K-FSM Kit)

Leupeptin

LipidTox Red Neutral Stain

Luminol

LB-Pulver

Magermilchpulver

MES

MeOH

MgCl:

MMA

Natriumcitrat

Natriumdeoxycholat

NaCl

NaF

Thermo Fisher Scientifics, Karlsruhe,

Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Biomol, Hamburg, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Chemikalie Hersteller
NaOH Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Jackson ImmunoResearch, West Grove,
NGS
USA
Jackson ImmunoResearch, West Grove,
NDS
USA
NPG Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Paraformaldehyd Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

n-Propylgallat

PCA

Penicillin G

Pepstatin

PMSF

PageRuler Prestained

Phosphataseinhibitor-Cocktail

Proteaseinhibitor-Cocktail

SDS

Streptomycinsulfat

TEMED

Tris

Triton-X-100

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
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Chemikalie Hersteller

Trypsin Serva, Heidelberg, Deutschland
TurboFect Life Technologies, Carlsbad, USA
Tween 20 AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Zitronensiaure-Monohydrat

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 6 Auflistung der Agarosepartikel

Bezeichnung

Hersteller

Protein-A-Agarosepartikel

Protein-G-Agarosepartikel

Protein-G/A-Agarosepartikel

Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA

Merck Millipore, Billerica, USA

Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA

2.1.4 Puffer und Lésungen

Tabelle 7: Auflistung der Puffer und Losungen

Puffer/Lésungen Verwendung

Zusammensetzung

BSA/NGS IF

0,1% (v/v) Kalberserum

10% (v/v) Ziegenserum in PBS

Dispase II-Losung | Dissoziationsversuche | >2.4 U/ml Dispase II in HbSS

Einbettmedium - 1% n-Propylgallat mit 60% Glycerin
(NPG) in PBS
Einfriermedium Zellkultur 10 % DMSO in K-SFM
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ECL I: 500 pl Luminol-Lésung,
220 pl PCA-Lésung,

5 ml 1 mol/l Tris-HC1

Entwicklerlésung WB ad 50 ml H-0
ECL II: 32 pl H20g,
5 ml 1 mol/l Tris-HCI ad 50
ml H20
Fixierl6sung IF 2% Paraformaldehyd in PBS
130 mM HbSS-Pulver
HbSS allgemein
4 mM NaHCOs3
1 M Glycin
Laufpuffer WB 124 mM Tris/HC1
17,3 mM SDS
Luminol WB 250 mM Luminol in DMSO
0,68 M NaCl
13,4 mM KCl
PBS allgemein
48 mM Na:HPO.
7,3 mM KH2PO4
Puffer/Lésungen Verwendung Zusammensetzung
PBS/EDTA Zellkultur 34,2 mM EDTA in PBS; steril
PCA WB 90 mM Paracumaricacid in DMSO
Penicillin G/ Zellkultur 18 mM Penicillin G
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Streptomycin 8,9 mM Streptomycinsulfat; steril

0,19 M Tris/HCI
0,2 M SDS

Probenpuffer (3x) WB
4,1 M Glycerin

0,3 mM Bromphenolblau

25 mM HEPES
2 mM EDTA

SDS-Lysepuffer WB
25 mM NaF

1% SDS  pH 7,6

25 mM Glycin
Stripping-Puffer WB
1% SDS  pH 2,0

20 mM Tris/HCI
TBS 1M WB
137 mM NaCl pH 7,6

TBS-T WB 0,05% Tween 20 in TBS

25 mM Tris/HC1
195 mM Glycin

Transferpuffer (5x) | WB
250 ml Methanol

3,5 mM SDS

0,05% Trypsin,
Trypsin Zellkultur 0,02% EDTA in PBS

pH 7,2; steril

0,1% Triton-X-100 IF 0,1% Triton X-100 in PBS
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1% Triton X-100

10 mM Tris/HCI

140 mM NaCl

5 mM EDTA

Triton-X100-Puffer | WB 2 mM EGTA

+ 20 pg/ml Leupeptin,
20 pg/ml Pepstatin,
20 pg/ml Aprotinin,

1 mM PMSF

2.1.5 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Alle Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders angegeben, von Greiner Bio One
(Kremsmiinster, Osterreich), Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland), VWR (Radnor, USA),
Eppendorf (Hamburg, Deutschland), Bio-Rad (Miinchen, Deutschland) oder Marienfeld
(Lauda-Kénigshofen, Deutschland) bezogen. Abweichende Herstellerfirmen werden an

entsprechender Textstelle genannt.

Die verwendeten Gerite mit entsprechendem Hersteller sind an den jeweiligen Stellen im

Text vermerkt.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

HMGECs wurden einerseits in serumfreiem und andererseits in Serum-haltigem Medium
gehalten und kultiviert (Liu, Hatton, Khandelwal, & Sullivan, 2010). Im Falle des
Ersteren handelt es sich um ein Serum-freies basales Medium fir Keratinozyten
(Keratinocyte-SFM) mit low-calcium und dem Zusatz von 5 ng/ml Epidermalem
Wachstumsfaktor (EGF), 5 pg/ml Rinderhypophysen-Extrakt (BPE) sowie 50 U/ml
Penicillin G und 50 pg/ml Streptomycin. Dieses Medium diente der Proliferation, wobei
die Zellen etwa 4 bis 5 Tage darin gehalten wurden, bis sie eine Konfluenz von 80-90%
erreichten. Um eine Differenzierung zu induzieren, wurde bei ebengenannter Konfluenz
zu Dulbecco’s modifiziertem Eagle Medium (DMEM) und Ham’s F12 mit einer
Konzentration von 116,6 mg/l Calciumchlorid* sowie 3151 mg/l D-Glucose und Zusatz von
50 U/ml Penicillin G und 50 png/ml Streptomycin, 10% fetalem Kialberserum (FKS) und 10
ng/ml EGF gewechselt. Zudem wurde dem Differenzierungsmedium fiir gewisse Versuche

100 pM Eicosapentaensiure (EPA) hinzugefiigt.

Die Zellen wurden immer in konstanter Atmosphére bei 37°C und 5% COz gehalten und

die Medien wurden jeden zweiten Tag gewechselt.

Fur Versuchsaussaaten und fliir das Herstellen neuer Zellpassagen wurden HMGECs
zundchst mit einer PBS-EDTA-Losung kurz gewaschen und dann 6 Minuten in 3 ml
Trypsin-EDTA inkubiert, um die Zellen vom Boden der Flasche zu 16sen. Nach Ablauf der
sechs Minuten wurden die Zellen wieder in K-SFM aufgenommen und 4 Minuten bei 230
g und Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in K-SFM resuspendiert, mittels elektrischer Pipette homogenisiert und dann
auf Flaschen bzw. 24-Mikroplatten mit/ohne Deckglaschen verteilt. In den Mikroplatten
proliferieren die Zellen vier Tage lang bis zur Konfluenz. Danach erfolgte der
Mediumwechsel zu Serum-haltigem Medium. Bei jeweils der Halfte der Aussaaten wurde
dem serumhaltigen Medium EPA hinzugegeben und 1 bzw. 6d nach dem Austauschen des

Mediums erfolgten die Experimente.

2.2.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Konfluente HMGECs wurden unter anderem auch eingefroren und in Stickstoff gelagert.
Daftir wurden die Zellen vom Boden des Kulturgefilles gelost, pelletiert, in
Einfriermedium (K-SFM mit 10% DMSO) aufgenommen und in Einfriergefie iiberfiihrt.
Da DMSO toxisch auf Zellen wirkt, wurden die Einfriergefid3e sofort bei -80° C eingefroren
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und dann in flissigen Stickstoff gelagert. Falls Bedarf an Zellen war, konnten die

eingefroren Zellen wieder fur Versuche herangezogen und kultiviert werden.

2.2.3 Aufreinigung von Patienten-/Kontrollantikérpern

Um die Wirkung von Pemphigus-Antikérpern auf die Zellkontakte in Meibozyten zu
untersuchen, wurde die IgG-Fraktion eines PV-Patienten verwendet, der sowohl orale als
auch Hautlasionen aufwies, wobei die Erkrankung klinisch, serologisch und histologisch
nachgewiesen war. Das Serum, das uns aus Marburg zur Verfiigung gestellt wurde,
enthielt Antikérper gegen Dsg3 (18.383 U/ml) und Dsgl (9263 U/ml). Da uns das
Vollplasma des PV-Patienten zugesandt wurde, musste aus diesem zunéchst mittels
Protein-A-Affinitatschromatographie eine IgG-Fraktion (PV-IgG) aufgereinigt werden.
Als Kontrolle wurden IgGs von einer gesunden Person verwendet. In den Experimenten
wurden sowohl Kontroll- als auch PV-IgG in einer Konzentration von 1:50 bzw. 0,5mg/ml
eingesetzt. Dafiir wurden 500 pl Protein-A-Agarosepartikel in einer 5 ml Spritze zwischen
zwel Glasfilter positioniert und mit 20 ml PBS gespiilt. AnschlieBend wurde 1 ml
Patientenserum auf die Siule pipettiert und fiir mindestens 2 Stunden bei RT mit den
Agarosepartikeln vermischt. Nach Ablauf der Zeit wurden die IgGs mit PBS gespult und
mit 3 ml einer 20 mM Natriumcitratlosung (pH 2,4) eluiert. Das Eluat wurde dann in ein
Reaktionsgefa3 tiberfiihrt, worin davor 60 pl einer 2 M Natriumcarbonatlosung vorgelegt
wurden, und dann mittels Amicon Ultra-4 Zentrifugalfilter (Merck Millipore, Billerica,
USA) aufkonzentriert. Die IgG-Fraktionen wurden nach der Konzentrationsbestimmung
mittels BCA-Messung (siehe 2.2.3.2) aliquotiert und bei -80° oder -20° bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.2.4 Proteinkonzentrationsmessung

Die Gesamtproteinmenge in den Zelllysaten wurde fir die Proteinbestimmung
kolorimetrisch mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit nach Protokoll des Herstellers
bestimmt. In einer 96-Mikroplatte wurden die Proben im Verhaltnis 1:5 mit 200 ul des
BCA Reagenzgemisches A+B versetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach
anschlieBendem Abkiihlen fir ca. 20 Minuten wurden die Proben bei einer Wellenlénge
von 562 nm im Mikroplattenleser Version 7.0 infinite 200 pro von Magellan ausgelesen.
Die Proteinmenge wurde vom Programm anhand einer BSA-Standardgerade
quantifiziert, wobei die Rohdaten von der Maschine in pg/ml angegeben wurden. So
konnte sichergestellt werden, dass fur die unterschiedlichen Konditionen dieselbe

Proteinmenge miteinander verglichen und untersucht wurde.
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2.2.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Analyse der Menge und Vorkommen der verschiedenen desmosomalen Proteine
wurden Zellen in SDS-Puffer (25 mmol/l HEPES, 2 mmol/l EDTA, 25 mmol/l NaF and
1% SDS, pH 7,4) unter Zugabe von Proteaseninhibitoren auf Eis lysiert, homogenisiert
und die Proteinmenge, wie bereits beschrieben, mittels Pierce BCA Protein Assay Kit
bestimmt. Die zu untersuchenden Proben wurden mit Laemmli-Puffer, der 50 mM
Dithiothreitol enthilt, gemischt und fiir 5 Minuten bei 95°C denaturiert (Laemmli, 1970).
Von jeder Probe erfolgte die Auftragung der gleichen Gesamtproteinmenge in das SDS-
Gel. Daftir wurde zunichst die Elektrophoresekammer von Bio-Rad mit Laufpuffer
gefiillt. Nach der Auftragung in die Taschen kommt es durch Anlegen einer Spannung von
120 V zunichst zum Sammeln der Proben in einem 5%igen Polyacrylamidgel, welche dann
uber ein 10%iges Gel entsprechend ihres Molekulargewichtes aufgetrennt werden.
Zusammen mit den Proben wurde auch ein Marker (PageRuler Protein Ladder)

aufgetragen, um das Proteingewicht zu bestimmen.

2.2.6 Western-Blotting (WB) und Immunodetektion von Proteinen

Um die Proteine immunchemisch zu untersuchen, wurden diese nach dem
Standardprotokoll aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulosemembran tibertragen
(Towbin, Staehelin, & Gordon, 1979). Dies erfolgte nach dem Prinzip des Wet-Tank-
Blotting-Systems von Bio-Rad, wobei das Kammersystem mit Blotting-Puffer beftllt
wurde. Fir die Ubertragung der Proteine vom Gel auf die Membran war ein konstanter
Stromfluss von 350 mA fiir 1,5 Stunden nétig. Nach Abschluss des Blotting-Vorganges
wurden die Membranen fiir eine Stunde in einem Abséttigungspuffer (10% Roti in H20)
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit dem Erstantikorper, welcher in 5% Magermilchpulver in TBS-T auf die
Membranen gegeben wurde, in entsprechender Verdinnung bei 4°C tiber Nacht. Am
nédchsten Tag wurden die Membranen 3x 5 Minuten mit TBS mit 0,05% Tween 20
gewaschen und mit Meerrettich-Peroxidase-gekoppeltem Zweitantikérper im Verhéaltnis
von 1:10.000 bei RT inkubiert. Wieder wurden die Membranen 3x 5 Minuten, wie oben
beschrieben, gewaschen und dann mithilfe der ECL (engl. enhanced chemiluminescence)
-Methode und dem Geréat AI600 sichtbar gemacht. Die Western-Blot-Banden wurden dann
mittels Image J analysiert, indem die Intensitit der Banden nach Verrechnung des

Hintergrundsignals gemessen wurde.

46



2 Material und Methoden

2.2.7 Indirekte Immunfluoreszenzdarstellung

Diese Methode ist ein Standardverfahren zur Darstellung und Sichtbarmachung von
Zellstrukturen. Das Prinzip basiert auf Fluorophor-gekoppelten Antikérpern, wobei die
Primarantikorper an die Zielstruktur binden und dann mittels Fluoreszenz-gekoppelter
Zweitantikorper detektiert werden kénnen. Durch Emission von sichtbarem Licht nach
Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit
einem TCS SP5-Konfokalmikroskop werden diese sichtbar gemacht. Um dies zu
ermoglichen, wurden Zellen mit 2% PFA fiir 10 Minuten bei RT fixiert, dann 3x 5 Minuten
mit PBS gewaschen und anschliefend mit 0,1%igem Triton-Puffer permeabilisiert. Nach
erneutem Waschen wurden die Deckgldaschen auf Objekttriager tberfithrt und mit
BSA/NGS fir 30 Minuten inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Im
Anschluss wurde der gewtinschte Erstantikorper in PBS iiber Nacht bei 4°C dazugegeben.
Am nachsten Tag wurde tUberschiissiger Primédrantikorper durch dreimaliges Waschen
mit PBS fir jeweils 5 Minuten entfernt und anschlieBend fiir eine Stunde bei RT mit
einem spezifischen Zweitantikérper in PBS inkubiert. Vor Ablaufen der letzten 10
Minuten wurden noch 10 pl DAPI zur Farbung der Zellkern auf die Deckglaschen
pipettiert. Nach Abschluss des Farbens wurden die Deckgldschen auf bereits beschriebene
Weise gewaschen und dann mit der Zellseite nach unten mit ca. 3 ul NPG auf die

Objekttrager gegeben und lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Fir die Analyse und Quantifizierung der Lipidvesikel wurden die Zellen mit LipidTox Red
neutral lipid stain gefarbt. Dafiir wurde LipidTox zunéchst im Verhéltnis 1:1000 in PBS
verdinnt. Auf jedes Deckgldschen wurden dann zusammen mit dem Zweitantikérper 40
ul des verdiinnten LipidTox aufgetragen und in dunkler Feuchtkammer bei RT inkubiert.

Die weiteren Schritte erfolgten wie oben beschrieben.

Dinnschnitte von Augenlidern aus Dsg3-KO Tieren und den entsprechenden
Geschwistertieren wurden ebenfalls fiir die Immunfluoreszenzdarstellung gefarbt. Diese
wurden fiir eine Publikation der AG angefertigt und mir freundlicherweise fiir die
vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt. Die Gewebeschnitte wurden fir 45 Minuten bei
60°C eingebrannt. Dann wurden die Schnitte in PBS fir 1-2 Minuten gewaschen und fiir
15 Minuten in 2%igem PFA fixiert. Gleich wie im vorherigen Absatz erklart, wurden die
Schnitte gewaschen und mit héher konzentriertem (1%igem) Triton fiir 45 Minuten
permeabilisiert. Nach erneutem Waschen wurde BSA/NGS fiir 1h aufgetragen und im
Anschluss abgesaugt, um die Schnitte dann mit dem 1. Ab bei 4°C tuber Nacht zu

inkubieren. Die nachfolgenden Schritte erfolgten nach dem oben beschriebenen Prozedere.
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2.2.8 Zelldissoziationsversuche

Mittels Dispase-basierter Dissoziationsmethode ist es moglich, Riickschlisse auf die
Starke der Zellhaftungsstirke zu ziehen (Ishii et al., 2005). Dafiir wurden HMGECs fiir
jede Kondition im Duplikat in 24-Mikroplatten ausgeséit und in 4 Tagen zur Konfluenz
gebracht. An Tag 4 wurde Medium gewechselt und nach 1d bzw. 6d der Versuch gestartet,
nachdem die entsprechenden Testreagenzien oder inhibitorischen Antikérper
hinzugegeben wurden. Die Zellen wurden mit vorgewdrmtem PBS gewaschen und
anschliefend mit 150 pl Dispase II (>2,4 U/ml) bei 37°C fiir 20 Minuten inkubiert.
Dadurch kann sich der Zellrasen als Ganzes vom Wellboden 16sen. Nach Ablauf der 20
Minuten wurde die Dispaselosung vorsichtig mittels Pipette entfernt und durch 350 pl
HBSS ersetzt. Auf den Zellrasen wurde dann mithilfe einer elektrischen Pipette ein
konstanter und definierter mechanischer Stress angewandt. Die 1 ml Pipette (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) war auf ein Volumen von genau 350 ul eingestellt und die
Monolayer wurden jeweils 10x damit ,geschert”. Durch diesen ,,Scherstress” entstanden
Zellfragmente, die eine Aussage uber die interzelluldre Zellhaftung erlauben. Die
Zellfragmente wurden mit einem Binokular-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) in
immer gleichbleibender VergroBerung gezihlt, wobei eine erhéhte Anzahl im Vergleich
zur Kontrolle auf einen Verlust der Haftungsstérke hinweisen. In einigen Versuchsreihen
wurde zur besseren Darstellung der Zellfragmente unter dem Mikroskop 10 uM Thiazolyl
Blau Tetrazolium Bromid (MTT, Sigma-Aldrich) fiir 20 Minuten hinzugefiigt, um eine

Farbung der lebenden Zellen zu erhalten.

Fur die Hyperadhéisionsversuche orientierten wir uns an das etablierte Protokoll von
Garrod et. al (D. Garrod & Tabernero, 2014; D. R. Garrod, 2013). Dafiir behandelten wir
die Zellen zunéchst wie gewohnt. Nach der viertatigen Proliferation in SFM wurden die
Zellen mit Serum oder Serum/EPA behandelt. Nach Ablauf von 1d bzw. 6d wurden die
Monolayer, wie im obigen Absatz beschrieben, mit Dispase inkubiert, um den Zellrasen
zu losen. Dann wurde das Medium ausgetauscht, es erfolgte die Inkubation mit Ca2*-
reduziertem Medium und mit 5 mmol/l des Ca2+-Chelators Ethylenglycoltetraessigsdure
(EGTA) fiir 1,5 h bei 37°C. AnschlieBend wurden die Monolayer nach Austausch des
Mediums gegen 350 ul HBSS wie oben erklart mittels elektrischer Pipette geschert.

2.2.10 Grafische Darstellung und statistische Auswertung der Datensétze

Zur Bearbeitung und Zusammenstellung von Bildern wurde Photoshop CC 2017
verwendet (Adobe Systems, San Jose, CA, USA). Westernblot-Banden wurden mithilfe des
Programmes Imaged Version 1.52a (NIH, Bethesda, MD; http://imagej.nih.gov/ij)
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ausgewertet und dann in Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) analysiert und graphisch
dargestellt. Die Bilder der Zellfragmente aus den Dissoziationsversuchen wurden ebenso
mit Imaged analysiert. Dafiir wurden die fotografierten Reaktionsgefalle im Programm
invertiert, der Schwellenwert wurde angepasst und die Fragmente wurden dann mit
einem vorprogrammierten Macro ausgezahlt. Fir die Auswertung der Lipidvesikel
wurden die Fotos auch mit diesem Programm analysiert: Daftir wurden die am konfokalen
Mikroskop aufgenommenen Bilder vom RGB-Format invertiert und dann in 8-bit-Bilder
umgewandelt. Durch Schwellenwert-Bestimmung wurden Artefakte aus den Bildern
eliminiert. Innerhalb eines jeden unabhingigen Experimentes wurden die gleichen
Einstellungen verwendet. Auf den invertierten Bildern stellten die schwarzen Fléachen die
Lipidvesikel dar und die weillen Flachen den Hintergrund. Mithilfe von ImagedJ konnten
so die Gesamtanzahl der Vesikel und ihre Gesamtfliche berechnet werden. Die
statistische Signifikanz (p) wurde mittels t-Test ermittelt und fiir p < 0,05 festgelegt. Die
gezeigten Graphen haben Fehlerbalken, die den Standardfehler (SEM) reprisentieren.
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3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung der Serum-induzierten Differenzierung von Meibom-Zellen

Fiur in wvitro Experimente wurde in der vorliegenden Arbeit eine stabile und
immortalisierte Zelllinie humaner Meibozyten (human Meibomian gland epithelial cells
(HMGECs)) verwendet, welche von Sullivans Gruppe etabliert und dann
freundlicherweise an verschieden Forschungsgruppen verteilt wurde (Liu et al., 2010).
Dass die Supplementierung des Kultivierungsmediums mit gewissen Substanzen, wie z.B.
die Zugabe von fotalem Kéalberserum, Auswirkungen auf die Differenzierung und Reifung
der Zellen hat, wurde bereits in fritheren Studien gezeigt (Liu et al., 2010; Liu, Kam, Ding,
Hatton, & Sullivan, 2013). Aufgrund solcher sowie in der Einleitung genannter
Beobachtung unserer Arbeitsgruppe war es hier das Ziel, die Veridnderungen von
HMGECs wahrend der Differenzierung genauer zu untersuchen. Dafiir wurden zunéchst
die optimalen Zellkulturbedingungen etabliert, um die Voraussetzungen fiir weitere
Untersuchungen und fir die Zellcharakterisierung zu schaffen. Durch das entstandene
Zellkultur-Protokoll wurden die Experimente immer nach einem festen Zeitschema

durchgefiihrt (Abb. 5).

|(pammrzanzans: =)
1 2 3 4 5
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Aussaat Serum-freie Behandlung

=== +Serum oder +Serum/EPA
== Mediatoren (optional)

Abbildung 5: Zeitachse zur Zellkultur und Experimente von HMGEC

Modifiziert nach Rétzer et al. (Rotzer, Melega, Garreis, Paulsen, &
Waschke, 2019).

Wie auf dem Zeitstrahl in Abbildung 5 erkennbar, wurden die HMGEC nach einer
Proliferationsdauer von 4d ohne Serum in serumhaltigem Medium kultiviert. Dabei
wurden in einer Reihe von Vorversuchen einerseits kurze (1d) und andererseits lange (6d)
Untersuchungszeitrdume fir die Experimente, die dieser Arbeit zugrunde liegen,

festgelegt. Es wurden folgende Situationen und Bedingungen miteinander verglichen:
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Zum einen die Expression von Zellkontakt-Proteinen und das Vorhandensein von Lipiden
in undifferenzierten versus differenzierten Meibozyten und zum anderen die Unterschiede
zwischen der 1d- und 6d-Reifung in diesen Zellen. Zudem wurde die Halfte der Zellen bei
der Zugabe des Differenzierungsmediums jeweils mit EPA (Eicosapentaensiure)
behandelt, um zu sehen, ob sich die Zugabe positiv auf die Lipidproduktion in vitro
auswirken wiirde. Je nach Versuchsaufbau wurden zusétzlich 24 Stunden vor Beendigung
der 1d- bzw. 6d- Inkubationszeitraume inhibitorische Antikoérper oder Testreagenzien

zugegeben.

3.1.1 Einfluss auf die adhésiven Eigenschaften

Als Erstes lag der Fokus der vorliegenden Arbeit auf den adhésiven Eigenschaften der
HMGECs (Abb. 6). Dabei wurde mittels Dispase-basierter Dissoziationsmethode die
Starke der Zell-Zell-Haftung einerseits in Zellen gemessen, die nur im
Proliferationsmedium kultiviert wurden und demnach keine Differenzierung durchliefen,
und andererseits in Zellen, die im Differenzierungsmedium gehalten wurden. Wie zu
erwarten, waren die Zell-Verbande der undifferenzierten Zellen aufgrund der fehlenden
Zell-Zell-Kontakte so instabil, dass sie teilweise bereits nach dem Loésen vom Boden des
Reaktionsgefédles in unzihlig viele Fragmente zerfielen. Bei Zellen hingegen, die 1d im
Differenzierungsmedium gehalten wurden, zeigte sich bereits eine verstarkte
Zelladhéasion, wobei die Zahl der Fragmente bei ungefdhr 15 ohne und bei 30 mit EPA lag.
Der Serumzusatz bewirkte also eine Zunahme der adhésiven Kontakte zwischen den
Zellen, wobei sie nach 6d sehr stark ausgepridgt waren und der Zellrasen nahezu
vollstidndig intakt blieb; die Fragmentanzahl lag hierbei unter beiden Konditionen

durchschnittlich unter zwei.

Interessanterweise bewirkte die eintidgige Inkubation von EPA, aber nicht die sechstiagige

Inkubation, eine Minderung der Zell-Zell-Haftung im Vergleich zur reinen Serum-Zugabe.
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Abbildung 6 Untersuchung der adhédsiven Eigenschaften von proliferierenden und differenzierten

Meibozyten

Dispase-basierter Dissoziationsversuch als Mall fur die Quantifizierung der interzelluldren
Adhésion. Reprisentative Bilder von Zellverbianden nach mechanischem Scherstress (n=7; *p <
0.005 vs. +serum). Modifiziert nach Rétzer et al. (Rétzer, Melega, Garreis, Paulsen, & Waschke,
2019).

3.1.2 Einfluss auf die Lipidproduktion

Im nachsten Schritt wurde die Lipidproduktion der Meibozyten in der Zellkultur
untersucht, da es sich dabei um ein gut etabliertes Mal} fur den Reifegrad der Zellen
handelt (Sullivan et al., 2014). Dafiir wurden die Lipideinschliisse mit LipidTox gefirbt
(Abb. 7A). Vor dem Wechsel zum Differenzierungsmedium, also wihrend der serumfreien
Proliferation, waren die Lipideinschliisse sehr sparlich vorhanden (Abb. 7A, linke Seite).
Die Gabe von Serum induzierte hingegen sowohl nach 1d als auch nach 6d die Produktion
von Lipidvesikel. Die Lipidsynthese wurde dabei durch die Zugabe von EPA, einer Omega-
3-Fettsdure, welche fiir die Biosynthese von Lipiden in vivo wichtig ist (Butovich,
Uchiyama, Di Pascuale, & McCulley, 2007; Hampel, Kruger, et al., 2015), weiter verstarkt.
Wie man aus untenstehender Grafik entnehmen kann (Abb. 7B), erhéhte EPA nach 1d die

Anzahl der Vesikel in signifikantem Male beinahe um das Sechsfache. Zudem ist es
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interessant zu sehen, dass die Lipidproduktion im Laufe der 6d sistierte bzw. nicht weiter
zunahm. Der Unterschied zwischen den Konditionen ,,+Serum® und ,,+Serum/EPA* blieb
allerdings weiterhin erhalten. Dieser war auch nach 6d signifikant und belief sich in etwa
auf das Dreifache. Beim Analysieren der VesikelgroBe stellte sich heraus, dass sie nach
EPA-Inkubation fur 1d signifikant gréoler war im Vergleich zur reinen Serumbehandlung
(die GroBe nahm durch die EPA-Zugabe um ca. 40 % zu), wiahrend sich die Vesikel nach

6d in ihrer GroBe anglichen und der Unterschied nicht mehr signifikant war.
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Abbildung 7: Serum-induzierte Differenzierung fordert die Bildung von Lipiden

A) LipidTox-Farbung vor und nach Wechsel zu Serum- bzw. Serum/EPA-haltigem Medium fiir 1d
und 6d. Farbung der kernhaltigen DNA mittels DAPI-Farbstoffes. B) Auswertung und
Quantifizierung der in A) gezeigten Bilder, angegeben als Anzahl und GréBe der Lipidvesikel. (n=>5;
*p < 0.05 vs. -Serum, fp <0.05. GréBenbalken: 10 pm). Modifiziert nach Rétzer et al. (Rotzer,
Melega, Garreis, Paulsen, & Waschke, 2019).

3.1.3 Einfluss auf die Bildung von Adhésionskontakten

Da in den Dispase-basierten Experimenten gezeigt wurde, dass HMGECs unter Zugabe
von Serum konfluente Zellrasen bilden, wurde davon ausgegangen, dass die Expression

von desmosomalen Komponenten differenzierungsabhingig ist und dass unter basalen,
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proliferativen Bedingungen diese Komponenten entweder noch génzlich fehlen oder in
geringeren Mengen exprimiert werden. Da aus in situ-Untersuchungen an humanen
Meibomdriisen (Rotzer et al., 2016) bekannt ist, dass die desmosomalen Kontakte je nach
Reifungsgrad unterschiedlich vorhanden sind, wurde hier nun tberpriift, ob es sich auch
in der Zellkultur dhnlich verhilt. AuBlerdem fiithrten die Ergebnisse aus den Dispase-
Versuchen zur Hypothese, dass sowohl die Zugabe von EPA als auch die unterschiedliche
Dauer der Seruminkubation Auswirkungen auf die Bildung von Zell-Zell-Kontakten

haben missen.

In einem ersten Schritt wurde das Vorhandensein von Zell-Zell-Kontaktproteinen mit der
WB-Methode untersucht (Abb. 8A). Wie vermutet, stellte sich heraus, dass die meisten
davon ohne Serumzugabe nicht oder nur sehr spérlich in den Zellen vorhanden sind. Dies
traf auf nahezu alle hier untersuchten Proteine zu, bis auf E-Cadherin, welches sowohl in
den proliferierenden (-Serum) als auch in den differenzierten Zellen (+Serum) ungefihr
gleich stark exprimiert wurde. Auch Plakoglobin (Pg) und Desmoplakin (Dp), welche am
zytoplasmatischen Aufbau von Desmosomen und deren Verbindung mit dem Zytoskelett
beteiligt sind (Delva et al., 2009; Green & Simpson, 2007; Waschke, 2008), wurden schon
im basalen Stadium exprimiert. In den Dispaseversuchen (Abb. 6) wurde
interessanterweise beobachtet, dass die EPA-Zugabe nach 1d, aber nicht nach 6d, die
intrazellulare Haftung reduzierte. Im Einklang damit wurde auch in der Western-Blot
(WB)-Analyse beobachtet, dass die zusitzliche Gabe von EPA die Proteinmengen von Dp,
Dsg2, Dsg3 und Pg nach 1d signifikant reduzierte, wihrend dies nach 6d nicht der Fall

war.

Weiterhin wurden parallel zu den Western-Blot-Analysen alle fiir diese Arbeit relevanten
Adhisionsmolekiile mittels Immunfluoreszenzdarstellung (IF) analysiert. Die IF
unterstiitzte dabei die Ergebnisse aus dem WB-Untersuchungen und erméglichte es, die
intrazellulare Lokalisierung der Proteine genauer zu untersuchen. In Abb. 8B sind
exemplarisch Farbungen gegen Dsg3 und E-Cadherin nach Kultivierung der HMGECs
unter den jeweiligen Konditionen fiir 1d bzw. 6d dargestellt. Wie man in der Abbildung
sehen kann, war Dsg3 im Serum-freien Medium sowohl nach 1d als auch nach 6d nicht
an der Zellmembran zu detektieren, sondern befand sich lediglich in geringem Mafe im
Zytoplasma. Erst durch Serumzugabe war Dsg3 an der Zellmembran zu lokalisieren. Im
Gegensatz dazu wurde E-Cadherin auch schon unter der Kondition ochne Serum an der
Zellmembran detektiert. Die Intensitidt der membranstéindigen Farbung gegen E-
Cadherin nahm dann durch die Supplementierung von Serum deutlich zu und blieb im

Laufe der 6d in der Intensitat fast unverandert.
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Abbildung 8 Serum-induzierte Differenzierung fordert die Bildung von Adhédsionskontakten

Repriasentativer WB von fur diese Arbeit relevanten Adhésionsmolekiilen nach 1d und nach 6d vor
und nach Wechsel zu Serum-haltigem Medium mit oder ohne EPA. Die Proteinmenge wurde fir
die ,,+Serum® und ,,+Serum/EPA“-Kondition quantifiziert und steht oberhalb der zugehorigen WB-
Banden. (n=4; *p < 0.005 vs. +Serum). B) IF gegen Dsg3 und E-Cadherin (griin), die parallel zu den
Western-Blot-Analysen durchgefithrt wurden. (n=4; GréBenbalken: 10 pm). Modifiziert nach Rétzer
et al. (Rotzer, Melega, Garreis, Paulsen, & Waschke, 2019).

Vergleicht man die zwei Konditionen ,+Serum® und ,,+Serum/EPA®“ miteinander, sieht
man, dass hier ebenfalls die Ergebnisse des Western-Blots bestéitigt werden: Die gefarbten
Proteine waren nach 6d zwar deutlich membranstidndig, jedoch war das Signal in der
Kondition ,,Serum/EPA“ weniger stark als unter reinem Serum. Zusammenfassend kann
man an diesem Punkt festhalten, dass sowohl die Expression als auch die Translokation
vom  Zytoplasma hin zur Zellmembran von = E-Cadherin und Dsg3

differenzierungsabhingig sind.
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3.2 Modulation der Zell-Zell-Haftung und die Rolle von E-Cadherin

3.2.1 Bedeutung von E-Cadherin fiir die Zell-Zell-Adhésion

Nach der anfanglichen Zellcharakterisierung und Quantifizierung der Lipidproduktion
wurde der Zusammenhang zwischen Differenzierung und Ausbildung von starken
Adhisionskontakten weiter untersucht. Dafiir wurden spezifische inhibitorische
Antikorper verwendet, um die Interaktion zwischen den Adhé&sionsmolekiilen zu
unterbinden und die Effekte auf die Zell-Zellhaftung mittels Dispase-basierter
Zelldissoziations-Methode zu analysieren (Abb. 9A). Dabei wurde der Fokus auf einige
wichtige Bestandteile der Adhésionskontakte gelegt, wie Dsgl-3 und E-Cadherin.
Uberraschenderweise bewirkte die Antikérper-vermittelte Blockierung von E-Cadherin
(anti-Ecad-Ab) sowohl alleine als auch in Kombination mit AK23, einem monoklonalen Ab
aus einem PV-Maus-Modell, um Interaktionen zwischen Dsg3-Molekiilen zu inhibieren,
nach 1d einen enormen und signifikanten Verlust der Zelladhdsion. Wie aus
untenstehender Abbildung zu entnehmen ist, lag die Fragmentzahl der Kontrollen fiir
,2tSerum® bzw. fir ,+Serum/EPA“ bei 17 + 3 bzw. 30 + 4. Bei Behandlung mit anti-Ecad-
Ab bzw. anti-Ecad-Ab/AK23 belief sich die Anzahl der Fragmente auf mehrere Hunderte.
Nach 6d jedoch konnte die alleinige Zugabe des anti-Ecad-Ab den Zellrasen nicht mehr
signifikant destabilisieren, wobei die Fragmente unter Kontrollbedingungen im Schnitt
bei max. 1,5 lagen und unter Zugabe des anti-Ecad-Ab fir ,+Serum® bei 3,3 + 0,7 und fiir
,+Serum/EPA“ 8,8 + 3. Nur in Kombination mit AK23 wurde ein signifikanter Unterschied
in der Anzahl der Fragmente beobachtet. Dabei zeigten sich die Zellen, die zuséatzlich mit
EPA behandelt wurden, viel anfilliger fir die Stérung der Zell-Zell-Haftung. Im
Gegensatz dazu hatte die alleinige Inhibition von Dsg3 durch AK23 und durch PV-IgG,
also Autoantikorper von PV-Patienten zur Blockierung von Dsg3 und Dsgl, keinen

signifikanten Unterschied im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen.
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Abbildung 9: Modulation der Zell-Zell-Haftung durch spezifische Antikérper-vermittelte Hemmung

der Interaktion zwischen Adhdsionsmolekiilen

A) Dispase-basierte Experimente mit spezifischen Antikérpern gegen Dsgl, Dsg2, Ecad, Dsg3
(AK23) oder Dsg1/Dsg3 (PV-IgG). Nach 1d in Serum oder Serum/EPA bewirkt sowohl der anti-
Ecad-Ab alleine als auch in Kombination mit AK23 einen schwerwiegenden Verlust der Zell-Zell-
Adhésion. Im Gegensatz dazu wird der gleiche Effekt nach 6d nur durch die gemeinsame Gabe von
anti-Ecad-Ab und AK23 hervorgerufen. Die Inhibition von allen anderen adhésiven Proteinen hatte
hingegen keine Auswirkung auf die interzelluldre Haftung. Als Kontrolle dienten IgG aus einer
gesunden Kontrollperson *p<0.05 vs. +Serum-Kondition; +p<0.05 vs. respektive Kontrolle; n=8. B)
Dispase-basierter Dissoziationsversuch mit Keratinozyten, um die Wirksamkeit der Ab-basierter
Inhibierung mittels AK3 und PV-IgG zu ermitteln. *p<0.05 vs. +Serum-Kondition; p<0.05 vs.
respektive Kontrolle; n=8. Modifiziert nach Rotzer et al. (Rétzer, Melega, Garreis, Paulsen, &

Waschke, 2019).

Die Beobachtung, dass E-Cadherin eine zentrale Rolle fir die interzellulare Haftung
zwischen HMGECs spielt, wihrend desmosomale Cadherine eine untergeordnete Rolle
spielen, ist auBergewohnlich. So ist allgemein bekannt, dass in anderen Epithelien, wie
etwa der Haut oder Schleimhaut, desmosomale Proteine, d.h. Desmogleine,
ausschlaggebend fiir die Integritit der Zell-Zell-Haftung sind (Thomason, Scothern,
McHarg, & Garrod, 2010; Waschke, 2008). Um dies weitergehend zu untersuchen, wurden
parallel zu den Versuchen mit den HMGECs auch humane Keratinozyten (HaCaT) mit
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AK23 und PV-IgG behandelt (Abb. 9B). Hierdurch konnte zum einen die Wirksamkeit von
AK23 und PV-IgG nachgewiesen und zum anderen der Unterschied zwischen
Keratinozyten und Meibozyten hervorgehoben werden. In Dispase-basierten
Dissoziationsversuchen mit HaCaT konnte die bereits bekannte Schwichung der Zell-
Zell-Kontakte durch ebengenannte Antikoérper bestétigt und ein signifikanter Anstieg der

Fragmente gezeigt werden.

3.2.2 Bedeutung von E-Cadherin fiir die Lipidproduktion

Weitere Evidenz fiur eine mogliche zentrale Rolle von Ecad in der physiologischen
Funktion von Meibomdriisen lieferte die Untersuchung der Lipidproduktion mittels
Immunfluoreszenzdarstellung (Abb. 10). Es wurde untersucht, ob und wie sich die
Integritéit bzw. der Verlust der Zelladhision auf die Lipidproduktion auswirken wiirde.
Wie der Abbildung zu entnehmen ist, wurden HMGECs mit AK23- und anti-Ecad-Ab
behandelt, um dann die Adhé&sionsproteine Dsg3 und Ecad sowie die Lipidvesikel mittels

einer LipidTox-basierten Farbung zu detektieren.

Da die Farbungen fir die Immunfluoreszenzdarstellung parallel zu den Dispase-basierten
Versuchen aus Abb. 9A durchgefiihrt wurden, konnte die Integritiat des Zellrasens in den
Kontrollen nachgewiesen werden. Aullerdem war unter Kontrollbedingungen gut

erkennbar, dass E-Cadherin und Dsg3 linear an der Zellmembran lokalisiert waren.
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Abbildung 10: Hemmung der Haftung von Fcad und Dsg3 und ihre Auswirkung auf die zellulire

Integritit sowie Lipidakkumulation

Immunologische Firbung gegen Ecad und Dsg3 (griin), der Zellkerne mittels DAPI (blau) sowie
LipidTox-Farbung zur Darstellung von Lipidvesikeln (rot) unter Kontrollbedingungen.
Behandlung mit anti-Ecad-Ab und Behandlung mit AK23. Die Pfeile deuten nach 1d anti-Ecad-Ab
Inkubation auf Liicken im Zellrasen hin. B) Quantifizierung der Lipidvesikel-Farbung in den
Bildern aus A. n=8; *p<0.05 vs. ,+Serum-Kondition®; {p<0.05 vs. respektive Kontrolle;
GroBenbalken: 10 pm.

Modifiziert nach Rotzer et al. (Rotzer, Melega, Garreis, Paulsen, & Waschke, 2019).

Die Behandlung mit AK23 nach 1d der Differenzierung bewirkte eine leichte
Fragmentierung der Dsg3- und E-Cadherin-Farbung entlang der Membran (Abb. 10A,
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linke Seite), der Zellrasen blieb aber in seiner Integritit unverindert. Die Zugabe von
anti-Ecad-Ab hingegen fithrte dazu, dass der Zellrasen zerfiel, wobei das Erscheinungsbild
demjenigen von Zellen dhnelte, die ohne Serum kultiviert wurden. Wie die weillen Pfeile
in der Abbildung verdeutlichen, entstanden Liicken im Zellrasen (Abb. 10A, 1d), welche
nach AK23-Behandlung nicht entstanden. Nach 6d (Abb. 10A, rechte Seite) hatte die
Inhibierung von Ecad durch anti-Ecad-Ab keinen negativen Effekt auf die interzelluliare
Haftung zwischen HMGECs. Tatsachlich schienen die Meibozyten unter diesen
Bedingungen resistent gegeniiber der Behandlung mit anti-Ecad-Ab zu sein. Aullerdem

wurde weder die Farbung gegen Dsg3 noch gegen Ecad negativ beeinflusst.

Ebenfalls ergab sich die Frage, ob die Beeintridchtigung der Zell-Zell-Kontakte
Auswirkungen auf die Produktion der Lipide in HMGECs haben wiirde. Die
Quantifizierung der mit LipidTox-gefarbten Lipidvesikel (Abb. 10A) ergab, dass die
Antikorper-vermittelte Storung der E-Cadherin-Haftung nach 1d eine signifikante
Reduktion der Lipidvesikel zur Folge hatte. Zellen, die mit Serum/ EPA kultiviert wurden,
zeigten zwar auch eine signifikante Verminderung der Lipidvesikel, jedoch war die
absolute Anzahl dieser weiterhin signifikant hoher als in der reinen Serum-Kultur. Die
Zugabe von AK23 hatte keinen signifikanten Effekt auf die intrazelluldre
Lipidakkumulation.

Bei HMGECs, die 6d lang in Kultur gehalten und dann mit den inhibitorischen
Antikorpern inkubiert wurden, zeigte sich ein interessantes Phidnomen. Wahrend der
Zusatz von EPA nach 1d die Anzahl der Lipidvesikel sowohl unter Kontrollbedingungen
als auch unter Zusatz des anti-Ecad-Ab signifikant erhéhte, war dies nach 6d anders: Im
Vergleich zur entsprechenden Kontrolle fiihrte die Behandlung mit anti-Ecad-Ab zwar
immer noch zu einer Verminderung der Lipide; der Effekt von EPA schien vermindert zu
werden. Beim Einsatz des anti-Ecad-Abs resultierte kein signifikanter Unterschied mehr
in Bezug auf die Lipidvesikel zwischen den Zellen, die mit bzw. ohne EPA kultiviert

worden waren (Abb. 10B).

3.2.3 Ex vivo-Untersuchung von Meibomdriisen in Dsg3 knock-out-M&ausen

Der Vollstandigkeit halber und fiir ein besseres Verstiandnis von pathophysiologischen
Mechanismen und Korrelationen zum PV, wurden in dieser Arbeit auch Augenlider von
Dsg3-KO-Miusen im Vergleich zu ihren Geschwistertieren morphologisch untersucht.
Hier wire es natiirlich interessant gewesen, Augenlider von E-Cadherin-defizienten
(Ecad-knock-out; Ecad-KO) Tieren mit denen von Dsg3-depletierten(Dsg3-knock-out;
Dsg3-KO)-Mausen zu vergleichen. Jedoch stehen E-Cadherin-knock-out-Tiere nicht zur
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Verfiigung, da diese bereits 24h nach der Geburt versterben (Bondow, Faber, Wojta,
Walker, & Battle, 2012). Um die vorherigen, zellkulturbasierten Befunde dennoch
weitergehend in vivo zu untersuchen, wurde die Morphologie und die Akkumulation von
Lipidvesikeln in Kontroll (Wildtyp, WT)- mit Dsg3-KO-M#usen verglichen (Abb.11 A). In
den Kryoschnitten der Augenlider war kein Unterschied in der LipidTox-Farbung zu
sehen. Weiterhin zeigten sich die Meibomdriisen im konfokalen Mikroskop gleich (Abb. 11
B). Um dies quantitativ zu analysieren, wurde die Menge der vorhandenen Lipidvesikel
untersucht, indem die Fldche der mit LipidTox gefiarbten Lipidvesikel auf die
Gesamtflache der dazugehorigen Driise bezogen wurde. Somit zeigte die Quantifizierung
der Lipidverteilung keinen signifikanten Unterschied zwischen WT- und Dsg3-KO
Mausen (Abb. 11C). Deckend mit den vorherigen Ergebnissen zeigte sich auch in diesem
Fall keine Auswirkung auf Morphologie und Lipidproduktion bei Defizienz von Dsg3,
sodass die bisher gezogenen Schliisse, d.h. dass Dsg3 eine untergeordnete Rolle fiir die

Integritat der Meibomdriisen spielt, in einem ex vivo-Ansatz zusitzlich bekraftigt wurde.
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Abbildung 11 Meibomdriisen-Morphologie und Lipidproduktion in Dsg3-KO Méusen

Schematische Darstellung zur Beschreibung der Quantifizierung von Lipidvesikel innerhalb
von Meibomdriisen; hierbei wurde die Flache, die die Lipidvesikel bedecken, determiniert (rosa)
und auf die Gesamtfliche der Meibomdriisen (blau) bezogen. B) Immunfluoreszenzdarstellung
von Meibomdriisen aus Kontroll (Dsg3-Wildtyp; WT)- und Dsg3-KO-M:usen. Firbung gegen
Dsg3 (griin), Lipidvesikel wurden mittels LipidTox (rot) und Zellkerne mittels DAPI (blau)
dargestellt. Die Spezifitat der Farbung wurde mittels einer Zweitantikérperkontrolle bestétigt,
indem ausschlieBlich mit gamCy2 inkubiert wurde. Die Morphologie und GréBe der Driisen
unterscheiden sich nicht. C) Quantifizierung der Lipide als prozentualer Anteil der
Gesamtfliche der Driisen wie in A) gezeigt. Kein signifikanter Unterschied zwischen Dsg3-WT-
und -KO-Tieren. n = 3; GroBenbalken: 50 pm.

Modifiziert nach Rétzer et al. (Rétzer, Melega, Garreis, Paulsen, & Waschke, 2019).
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3.3 Modulation der interzelluldren Haftung durch Signalwege und Hyperadhésion

2.3.1 Rolle von Signalwegen

Als néchstes wurde der Fokus auf Signalwege gelegt, welche an der Regulierung der Zell-
Zell-Haftung beteiligt und bereits aus anderen Epithelien bekannt sind, welche aber in
HMGECs bis dato noch nicht untersucht worden waren. Dabei wurde das Augenmerk auf
jene Signalwege gelegt, welche aus der Pathogenese des PV bekannt sind. Wie in
Abbildung 4 in der Einleitung bereits beschrieben wurde, ist bekannt, dass spezifische
Signalwege essentiell fir die Ausbildung und Aufrechterhaltung der zelluldren Adhésion
sind. Eine Fehlregulierung dieser Signalwege durch PV-Antikorper fithrt zum Verlust der
Zellkontakte und zum Erscheinungsbild der Krankheit (Spindler et al., 2018). In der
vorliegenden Arbeit wurden zunéchst Effekte der induzierten Modulation der Signalwege

auf HMGECs untersucht, welche cAMP/PKA, PKC und EGFR betreffen.

Hierfiir wurde die Auswirkung der Modulation besagter Signalwege auf die Zell-Zell-
Kontakte in HMGECs in Dispase-basierten Dissoziationsversuchen untersucht (Abb. 12).
Aus vorherigen Experimenten mit Keratinozyten ist bekannt, dass eine Erhohung des
intrazelluldren cAMP-Spiegels durch Zugabe von Forskolin und Rolipram (F/R) sowohl
einen stabilisierenden Einfluss unter basalen Bedingungen als auch einen protektiven
Effekt gegeniiber PV-Antikoérper-vermittelter Schwichung der Zelladhdsionen hat
(Spindler, Vielmuth, Schmidt, Rubenstein, & Waschke, 2010).

In der Tat zeigte sich auch in den HMGECs 1d nach Differenzierung eine signifikant
reduzierte Anzahl von Fragmenten, wenn die Zellen mit F/R behandelt wurden. So waren
in den Kontrollzellen 16 + 3 und 30 + 3,5 (,+Serum® bzw. ,+Serum/EPA“) Fragmente,
wihrend die Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration die Fragmentanzahl
signifikant auf unter 3 reduzierte. Dies ldsst den Schluss zu, dass die Zell-Zell-Kontakte
auch in Meibozyten, dhnlich wie bei Keratinozyten, durch hoéhere cAMP-Spiegel
stabilisiert werden. Der PKC-Signalweg spielt ebenfalls eine zentrale Rolle fiir die
Stabilitat der Zellkontakte innerhalb der Haut und ist bei PV dahingehend fehlreguliert,
dass er ein zentraler Mitverursacher des pathologischen Verlustes der Zell-Zell-Kontakte
ist (Sajda & Sinha, 2018). Bei Modulation des PKC-Signalweges nach 1d zeigte sich
interessanterweise sowohl durch Inhibierung mittels BIM-X als auch durch Aktivierung
mittels PMA eine deutliche Erhohung der Zellfragmentzahl auf tiber 40. Die Modulation
des EGFR-Signalweges erfolgte einerseits durch Behandlung der Zellen mit EGF und
andererseits mit Erlotinib. Wie in der Literatur nachzulesen ist, wurde die Rolle von

EGFR in Keratinozyten bzw. in PV bereits untersucht (Saito et al., 2012; Sayar et al.,
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2014; Schulze et al., 2012; Walter et al., 2019). Auch in HMGECs fiihrte die Inhibierung
von EGFR mittels Erlotinib nach 1d zu einer stark reduzierten Anzahl an Fragmenten,
welche sowohl bei Serum- als auch bei Serum/EPA-Behandlung weniger als drei betrug.
Die entgegengesetzte Wirkung erreichte man hingegen mit der Aktivierung von EGFR
durch EGF, was signifikant mehr Zellfragmente verursachte. Die Anzahl der Fragmente
lag bei 37 £ 5 bzw. 38 £ 5 fir,,Serum* bzw. ,Serum/EPA“. Ein deutlicher und signifikanter
Unterschied zwischen Serum- und Serum/EPA-behandelten Zellen gab es nur in

Kontrollzellen und in BIM-X-behandelten Zellen.

Zusammenfassend lasst sich fiir 1d-differenzierte HMGECs sagen, dass die Erhéhung der
intrazellularen cAMP-Konzentration, dhnlich der Inhibierung des EGFR-Signalweges,
eine protektive Wirkung auf die Zell-Zell-Haftung hatte. Anders verhilt es sich bei der
Modulation des PKC-Signalweges, wo es sowohl durch Aktivierung mittels PMA als auch
durch Inhibierung mittels BIM-X zu einer Schwichung der Zellkohédsion kam. Der nicht
signifikante Unterschied zwischen Serum- und Serum/EPA-Behandlung bzgl. der
Fragmentanzahl nach PMA-Behandlung betrug durchschnittlich 9 Fragmente. Nach
Inkubation mit BIM-X hingegen waren die Fragmente bei Serum/EPA-behandelten Zellen
um etwas mehr als das 2,5-Fache erh6ht im Vergleich zu den nur mit Serum behandelten

Zellen.

Interessanterweise lieBen sich nach 6d Differenzierung keine Effekte der Mediatoren-
vermittelten Modulation der genannten Signalwege auf die interzelluldre Adhésion in
HMGECs detektieren. Dies ldsst den Schluss zu, dass HMGECs nach 6d Differenzierung
nicht nur unter basalen Kontrollbedingungen, sondern auch unter Modulation von
Signalwegen, die nach 1d die Zell-Zell-Haftung massiv storen, resistent gegeniiber

mechanischem Stress sind.
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Abbildung 12: Untersuchung der Zell-Zell Haftung nach Modulation bestimmter Signalwege

Untersuchung der interzelluldren Kohésion zwischen Meibomdriisenzellen im Dispase-basierten
Dissoziationsversuch. Analyse nach Aktivierung oder Inhibition bestimmter Signalwege, welche in
der Pathophysiologie von PV involviert sind. Eine Erhéhung von cAMP durch F/R bzw. durch
Inhibierung von EGFR durch Erlotinib nach 1d bewirkt eine signifikante Starkung der Zell-Zell-
Kontakte. Im Gegensatz dazu nahm die interzelluldre Kohésion sowohl durch Inhibierung von PKC
mittels BIM-X als auch durch Aktivierung von EGFR via EGF ab. Es konnten keine dergleichen
Verdnderungen nach 6d beobachtet werden. (n=8, # p<0.05 vs. +Serum; *p<0.05 vs. respektive

Kontrolle; GréBenbalken: 10 um.)

3.3.2 Rolle der Hyperadhésion

Aus Experimenten mit Keratinozyten ist bekannt, dass Desmosomen einen
hyperadhisiven , d.h.Ca2*-unabhingigen Zustand erlangen kénnen (D. Garrod & Kimura,
2008), in dem sie, dhnlich wie fiir 6d differenzierte HMGECs (siehe Abb. 6, 9 und 12),
resistent gegeniiber mechanischem Stress werden. Um zu tberpriifen, ob HMGECs
ebenfalls einen Hyperadhision-Zustand einnehmen, wurde ein fiur Keratinozyten
etabliertes Protokoll (Dehner, Rotzer, Waschke, & Spindler, 2014) angepasst. GemaB
diesem Protokoll (Abb. 13A) wurden HMGECs nach 1d bzw. 6d im
Differenzierungsmedium mit Ca2+-Chelator EGTA fiir 1,5 Stunden behandelt. Nach dieser
1,5-stiindigen Inkubation von EGTA zur Ca?*-Depletion wurden die Zellen dem

Scherstress im Dispase-Assay ausgesetzt. Wie unter 3.1 erklirt, ermoglicht im Falle der
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HMGECs erst der Wechsel vom Proliferations- zum Differenzierungsmedium die
Ausbildung eines adhisiven Zellrasens. Obwohl nicht génzlich getestet, so geht man
davon aus, dass Ca2* auch in Meibozyten ein maBlgeblicher Faktor fir die Ausbildung der
interzelluldren Haftung ist (Hampel, Schréder, et al., 2015; Schroder et al., 2016). Wie
auBerdem in der Literatur beschrieben (Griswold et al., 1993; Scholz, 1989), bewirkt eine
intrazellulare Erhohung der cAMP-Konzentration einen verstirkten, protektiven Effekt
gegentiiber einer Ca2*-Depletion. Aus diesem Grund wurden in dieser Experimentenreihe
zwel weitere Konditionen untersucht: Zellen, die mit F/R zur Erhéhung des
intrazellularen cAMP-Spiegels behandelt wurden und anschlieend fiir die letzten 1,5
Stunden des Versuchsansatzes mit (EGTA+F/R) oder ohne (K+F/R) inkubiert wurden.

und.

So erstaunt es nicht, dass 1d-Zellen nach EGTA-Behandlung keinen konfluenten
Zellverband mehr bildeten (Abb. 13B, linke Seite). Da durch die Ca2*-Depletion sehr viele
Einzelzellen vorlagen, war es nicht moéglich, diese zuverldssig im Dispase-Assay
auszuzéhlen, weswegen auf eine Quantifizierung und Analyse der Fragmentzahl nach 1d
verzichtet wurde. Interessanterweise hatte unter diesen Konditionen die Erhéhung des
intrazellularen cAMP-Spiegels durch F/R-Behandlung einen stark protektiven Effekt. Der
Zell-Zell-Haftungsverlust wurde reduziert, was in den IF-Darstellungen gut am
konfluenten Zellverband zu erkennen ist (Abb. 13B, linke Seite). Wie auBerdem in
Abbildung 13B zu erkennen ist, waren bei 1d-diffenzierten HMGECs nach Ca2*-Depletion
sowohl Dsg2 als auch Dsg3 nicht mehr an der Zellmembran lokalisiert. E-Cadherin
hingegen war stets membranstidndig detektierbar, auch nach EGTA-Applikation bei nicht
mehr geschlossenem Zellverband. AuBlerdem war es sehr eindriicklich, dass der Zellrasen
unter Zugabe von F/R trotz EGTA fast vollstédndig intakt blieb. Auch Pg verhielt sich
dhnlich wie E-Cadherin, da Pg unter allen Bedingungen an der Zellmembran detektierbar
war. F/R bewirkte bei gleichzeitiger Applikation mit EGTA und der dadurch vermittelten
Caz*-Depletion eine schwache, aber dennoch deutliche Lokalisation von Dsg3 entlang der
Zellmembranen. Dsg2 verhélt sich allerdings etwas anders als Dsg3; erstgenanntes ist
ndmlich auch nach F/R-Applikation in der EGTA-Kondition nicht an den Zellgrenzen zu

sehen, sodass es sensibler auf die Ca%*-Depletion zu reagieren scheint.

Interessant war weiterhin, dass fir 6d differenzierte Zellen zumindest teilweise resistent
gegenuber dem Ca?*-Entzug waren und die Zell-Zell-Haftung unter dieser Kondition
durch zusitzliche F/R-Gabe weiter gestirkt werden konnte. Bei 6d-differenzierten
HMGECS, die sich unserer Hypothese nach in einem hyperadhisiven Zustand befanden,
zeigte sich zunichst in der IF-Darstellung ein durchaus interessanter Aspekt (Abb. 13B,

66



3 Ergebnisse

rechte Seite): Dsg3 war nach EGTA-Behandlung nicht vollsténdig von der Zellmembran
verschwunden. Es war noch sichtbar, die Lokalisation wirkte jedoch diskontinuierlich. E-
Cadherin hingegen blieb unter jeder Bedingung an den Zellgrenzen lokalisiert, bei
EGTA+F/R war es sogar verstirkt nachweisbar. Wie schon in den IF-Aufnahmen bei 1d
Zellen, zeigte sich auch nach 6d eine besondere Verteilung von Dsg2. Diese war zwar noch
schwach an den Membranen sichtbar, jedoch war sie unter EGTA deutlich fragmentierter
als die von Dsg3 und konnte auch nicht durch zusatzliche Gabe von F/R wiederhergestellt

werden.

In den parallel durchgefiihrten Dissoziationsversuchen, welche in untenstehender
Abbildung exemplarisch nur am Beispiel von ,+Serum” gezeigt werden, sind die Zellen
zumindest teilweise resistent gegeniber dem Ca2*-Entzug: Die Fragmentzahl betragt
sowohl unter reinen Kontrollbedingungen als auch unter Zugabe von F/R weniger als zwei.
Die Inkubation mit EGTA erzeugt eine Anzahl von im Schnitt 180 + 60 Fragmenten,
wahrend die gleichzeitige Inkubation von EGTA und F/R die Fragmentzahl signifikant

auf 49 + 18 reduziert.

Zusammenfassend lésst sich also sagen, dass die Ca?* Depletion — dhnlich wie fir
Keratinozyten-Zelllinie HaCaT gezeigt und in vorherigen Arbeiten fiir HMGECs vermutet
— einen negativen, die Erhéhung der cAMP- und somit der Ca2* -Konzentration durch F/R
hingegen einen protektiven Effekt auf den Zusammenhalt der Zellen hat. Wie in der IF-
Darstellung (Abb. 13B) zu sehen ist, bleibt E-Cadherin sowohl bei 1d- als auch bei 6d-
Zellen trotz CaZt-Depletion mittels EGTA an der Zellmembran lokalisiert; auch Pg ist —
wenn auch schwacher — noch an der Zellmembran lokalisiert. Dsg3 und Dsg2 hingegen
verschwinden bei 1d-Zellen nach EGTA-Behandlung von den Zellgrenzen; bei 6d-Zellen
sind diese in der EGTA-Kondition zwar schwach vorhanden, aber deutlich fragmentiert.
Die Inkubation von F/R zusammen mit EGTA bewirkt einerseits, dass die Integritiat des
Zellverbands erhalten bleibt und dass andererseits Dsg3, E-Cadherin und Pg nicht
verschwinden. Nur Dsg2 scheint deutlicher auf den Ca2*-Entzug zu reagieren, da es bei
1d-Zellen nicht und bei 6d-Zellen kaum detektierbar ist. Im Dispase-vermittelten
Dissoziationsversuch zeigte der Einsatz von F/R einen signifikant positiven Einfluss auf

die Anzahl der Zellfragmente.
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3 Ergebnisse
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Abbildung 13 Untersuchung der Hyperadhédsion nach EGTA-vermittelter Ca?*-Depletion

A) Zeitachse fiir die Hyperadhisionsexperimente; Untersuchung der Hyperddhasion nach 6d
Differenzierung durch Zugabe von EGTA fiir 1,5 Stunden. B) Immunfluoreszenzdarstellung nach
1d- bzw. 6d-Differenzierung; Farbung gegen Dsg3, Dsg2, E-Cadherin und Pg von HMGECs, die mit
und ohne EGTA behandelt wurden. Alleinige exemplarische Darstellung der Kondition +Serum.
n=5. C) Quantifizierung der Fragmentanzahl im Dispase-basierten Dissoziationsversuch unter
Kontrollbedingungen und unter Ca?* -Entzug mittels EGTA-Gabe fir die Kondition +Serum. F/R
in Kombination mit EGTA hat einen signifikant protektiven Effekt gegentiber der Ca2+Depletion.
n=10, *p<0.05 vs. respektive Kontrolle. GréBenbalken: 10 pm.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die Regulation der Zell-Zell-Kontakte
und die damit zusammenhédngende Lipidproduktion in Meibomdriisen untersucht. In
einem ersten Schritt wurden die Meibozyten charakterisiert und die Expression von
Proteinen, die fir die interzelluldre Adhéasion relevant sind, analysiert. Daraufhin wurde
der Fokus auf die eigentliche physiologische Aufgabe der HMGECs gelegt und die
Lipidsekretion genauer betrachtet. Sowohl unter basalen Bedingungen als auch unter
Verwendung von spezifischen inhibitorischen Antikérpern und Mediatoren wurden die
Zusammenhénge zwischen Zelladhdsion und Lipidakkumulation in den Zellen
beobachtet. Wie bereits in vorherigen Arbeiten gezeigt und etabliert werden konnte
(Hampel, Schroder, et al., 2015; Sullivan et al., 2014), induziert die Kultivierung von
HMGECs in Serum-haltigem Medium die Differenzierung der Zellen. Durch die im
Ergebnisteil dargestellten Untersuchungen erlangten wir die Einsicht, dass sowohl die
Bildung von Zell-Zell-Kontakten als auch die Produktion von Lipiden
differenzierungsabhéingig sind. Sehr interessant war die Erkenntnis, dass E-Cadherin
anders als die desmosomalen Proteine bereits im undifferenzierten Zustand exprimiert
wird. Zudem konnten mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass E-Cadherin im Gegensatz zu
desmosomalen Bestandteilen fiir physiologische Prozesse in HMGECs von tibergeordneter
Rolle ist. Die hier erhobenen Daten zeigen zudem, dass die zeitliche Komponente und der
Zusatz von EPA in Bezug auf die Differenzierungsprozesse eine wichtige Rolle spielen. Es
wurden auch neue Ansatzpunkte geschaffen fiir die Weiterforschung von Signalwegen,
welche an der Reifung und Differenzierung von Meibozyten beteiligt sein kénnten und
zudem eine mogliche Verbindung zu PV darstellen bzw. Gemeinsamkeiten mit den
Signalwegen in Keratinozyten darstellen; besonders wichtig scheinen dabei die
Signalwege zu sein, welche die cAMP-Konzentration und die Ca2*-Homdéostase
beeinflussen. Aullerdem wurde auch die Eigenschaft der Hyperadhision in HMGECs
untersucht, wo die Ca2*-Konzentration ebenfalls eine zentrale Rolle spielt. Dabei zeigten
sich die immortalisierten Meibozyten anfillig gegentuber einer Ca2*-Depletion, welcher
jedoch durch Behandlung mit F/R entgegengewirkt werden konnte. Die Zellen waren nach

6d Differenzierung gegeniiber dem CaZ+-Entzug ein Stiick weit resistent.

4.1 Serum und EPA spielen eine essentielle Rolle im Differenzierungsprozess von
HMGECs

Wie in anderen Studien gezeigt wurde, ist der Zusatz von Serum essentiell fiir die Reifung

der Meibozyten (Hampel & Garreis, 2017). Dies wurde mit dieser Arbeit ebenfalls
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bestétigt, wobei sich die Frage ergab, ob ein Zusammenhang zwischen dem Reifungsgrad,
der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten und der Menge der produzierten Lipidvesikel
besteht. Durch Serum-Zugabe gelang es, die Differenzierung der Meibozyten und somit
sowohl die Lipidproduktion als auch die Bildung von Adhésionskontakten zu induzieren,

wie in den Abbildungen 7 und 8 im Ergebnisteil zu erkennen ist.

Gleichzeitig wurde untersucht, ob der Zusatz von Serum/EPA im Vergleich zur reinen
Serum-Zugabe einerseits die intrazelluldre Lipidakkumulation alterieren und
andererseits die Zellkoh#dsion modulieren wiirde. Wie Schaumberg (Schaumberg et al.,
2011) zusammenfasst, gibt es mehrere klinische Studien (Barabino et al., 2003; Macsai,
2008; Rashid et al., 2008), die darauf hinweisen, dass sich die Supplementierung von e-3-
und ©-6-Fettsauren positiv auf Entziindungsprozesse und auf die Symptomatik bei DED-
Patienten auswirkt. Die hier erhobenen Daten zeigen, dass der Zusatz von EPA eine

Steigerung der Lipidproduktion in Meibozyten bewirkte (Abb. 14).

Weiterhin zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (sieche Abb. 7), dass der EPA-
Zusatz die Expression von Zellkontakt-Proteinen nach 1d Differenzierung reduzierte. Die
Tatsache, dass die Zellen mit Serum/EPA weniger Desmosomen und Adharenskontakte
exprimierten, legt nahe, dass EPA die Zellen weniger schnell reifen ldsst und sie in einen
unreiferen Zustand hilt. Dies deckt sich mit fritheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe,
dass die Anzahl der Desmosomen mit zunehmendem Reifegrad zunehmen (Rétzer et al.,

2016).

Was hier in dieser Arbeit beziiglich der Lipidproduktion beobachtet wurde und sich auch
mit anderen Studien deckt (Hampel & Garreis, 2017), ist, dass die Lipidproduktion durch
Serum zwar induziert und gesteigert wird, jedoch nach einigen Tagen sistiert bzw. nicht
weiter zunimmt. Auch hier bestétigt sich unsere Annahme, dass der Zusatz von EPA zwar
in gewissem Male die anfangliche Reifung in Bezug auf die Lipide etwas beschleunigt, die
Zellen dann aber nicht weiter reifen. Hier sei jedoch vermerkt, dass Hampel et al. davon
ausgeht, dass die in Kultur gehaltenen HMGEC-Linie den apoptotischen Zustand, den
Zellen in vivo erreichen, nicht einnehmen konnen; dies sei als eine der Limitationen der
Zellkultur zu betrachten. Aullerdem wird in ebengenannter Publikation darauf
aufmerksam gemacht, dass die in Kultur gehaltenen Zellen nicht wie unter
physiologischen Bedingungen in Azinus- und Ductus-Zellen eingeteilt werden kénnen, da

sie Eigenschaften von beiden aufweisen. All dies legt nahe, dass die HMGECs nur
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begrenzt fir die Untersuchung pathophysiologischer Prozesse geeignet ist, weswegen die

Konzeption neuer Modelle dringend erforderlich ist (siehe 4.7).

- Serum, basales Stadium + Serum (1d) + Serum/EPA (6d)

Meibum

Differenzierung Apoptose

Abbildung 14° Serum-induzierte Differenzierung und Reifung in HMGECs

Oben: Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Meibozyten in unterschiedlichen
Reifungsstadien. Sichtbar ist die Zunahme der Lipidvesikel in LipidTox-Farbung unter Zugabe von
Serum bzw. Serum/EPA. Unten: Schematische Darstellung modifiziert nach Hampel und Garreis;
Meibozytenreifung und Bildung von Meibum bis hin zur Apoptose und Sezernierung des

lipidreichen Materials in die Driisengéinge.

Modifiziert nach Hampel & Garreis, 2017 (Hampel & Garreis, 2017).

In Einklang mit neueren Erkenntnissen (Barabino et al., 2017) konnte ebenfalls mit dieser
Arbeit gezeigt werden, dass die Supplementierung von Fettsduren aus dem o-Stoffwechsel

einen positiven Effekt auf die Integritiat von Meibomdriisen hat.

Interessant ist weiterhin die Tatsache, dass EPA nach 6d Differenzierung zwar die
intrazellulare Akkumulation von Lipidvesikeln zusitzlich steigerte, jedoch die Menge an
exprimiertem Pg, Dsg3 und Dp nicht signifikant reduzierte. Wie spéater noch diskutiert

wird, konnte das dadurch erklart werden, dass die Zellen nach 6d sowohl durch Serum als
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auch durch Serum/EPA einen sehr stabilen Zustand erreichen, der als Hyperadhésion

bezeichnet wird (siehe 4.6)

4.2 E-Cadherin ist von zentraler Bedeutung fiir die Zell-Adhésion und

Lipidproduktion in Meibozyten

Wie bereits erwihnt, wiesen Meibomdriisen in in situ-Untersuchungen eine vermehrte
Expression von Desmosomen in Abhingigkeit vom Reifungsgrad auf (Rétzer et al., 2016).
Da auch aus anderen Epithelien bekannt ist, dass desmosomale Proteine fiir die Integritat
der Zellverbindungen wichtig sind, entstand die Arbeitshypothese, dass auch in HMGECs
vor allem desmosomale Proteine und deren verstiarkte bzw. abgeschwachte Expression zu
einer erhohten oder verminderten Lipidproduktion fiihren kénnte. Von der Hypothese
ausgehend, dass desmosomale Proteine eine zentrale Rolle fiir die Zell-Homoéostase
spielen, schien auch eine mdégliche Verbindung zu den Augenbeschwerden bei PV
naheliegend (Tan et al., 2015), da bei PV Desmosomen die Angriffspunkte der
pathophysiologischen Prozesse darstellen. Basierend auf den vorliegenden
Untersuchungen ergab sich jedoch die Einsicht, dass E-Cadherin eine zentrale Rolle in
der Zelladhéision zwischen HMGECs spielt. Aullerdem ist das Molekil bereits in einem
sehr frithen Stadium der Zellreifung an der Zellmembran zu sehen und wird demnach im
Unterschied zu den desmosomalen Cadherinen Serum-unabhéngig exprimiert. Auch das
spricht fiir eine besondere Rolle des Adhisionsmolekiils E-Cadherin. Man koénnte
vermuten, dass E-Cadherin im Proliferationsstadium ohne Serum eine andere Aufgabe
innehat als die der Adhéision, da sich in den Dispase-basierten Dissoziationsversuchen
zeigte, dass der Zellverband nicht stabil und demnach das exprimierte E-Cadherin nicht
primér zur Stabilitdt des Zellverbandes beitragt bzw. nicht alleine dazu imstande ist. Im
Laufe der Serum-induzierten Differenzierung édndert sich die Rolle von Ecad allerdings
und erfullt in groBem MaBe eine Hauptfunktion in vielerlei Hinsicht: Einerseits
beeintréachtigt die Inhibition der E-Cadherin-vermittelten Haftung die interzelluldre
Kohésion. Andererseits bewirkt die Inhibition von E-Cadherin eine verminderte
Lipidproduktion in HMGECs. Zudem ergeben sich morphologische Verdnderungen des
Zellverbands mit Liicken zwischen den davor konfluenten Zellen. Weil der anti-Ecad-Ab
im Anfangsstadium der Differenzierung nach 1d in Serum-haltigem Medium, aber nicht
nach 6d, eine signifikante Storung der Zelladhasion verursacht, spricht dies dafiir, dass
E-Cadherin besonders im frithen Differenzierungsstadium eine entscheidende Rolle fir

den Zusammenhalt des Zellverbundes spielt. In der IF-Darstellung konnte man auch
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sehen, dass E-Cadherin bei Zugabe von F/R, welches in den Dissoziationsversuchen

deutlich protektiv war, stirker an der Membran lokalisiert war (Abb. 13).

Die starke Beeintrachtigung der interzellularen Kohédsion nach 1d durch den Ab-
vermittelte Inhibierung der E-Cadherin-vermittelten Adhésion konnte sowohl durch
direkte Interaktion mit den AJ entstehen als durch indirekte Prozesse. Diese Prozesse
koénnten beispielweise verschiedene Signalkaskaden auslésen, welche die physiologische
Assemblierung von Zell-Zell-Kontakten und dann auch die Reifung der Meibozyten sowie
die Lipidsynthese veridndern. In Zukunft kénnte man dahingehend untersuchen, dass
man eine zusatzliche, nicht nur rein adhésive Funktion von E-Cadherin untersucht. E-
Cadherin koénnte demnach noch eine Katalysator-Funktion ausiiben, die Zellprozesse

reguliert und im Falle der HMGECs auch Syntheseprozesse in die Wege leitet.
4.3 E-Cadherin ist fiir die Stabilisierung von Adhésionsmolekiilen wichtig

Die Tatsache, dass die Funktionsverlust von E-Cadherin einen massiven Verlust der
Zelladhésion bewirkte wohingegen die Ab-basierte Inhibierung von desmosomalen
Komponenten wie Dsg1-3 hingegen nicht, spricht stark dafiir, dass die Stabilisierung der
Zellhaftung in Meibozyten im Vergleich zu andere, gut beschrieben Epithelzelllinien, wie
etwa die humane Keratinozytenzelllinie HaCaT, komplett anders erfolgt, obwohl friithere
Studien zeigten, dass die Desmosomenverteilung in Meibozyten dhnlich wie die in der
Epidermis ist (Waschke, 2008). Da jedoch nur die kombinierte Stérung von E-Cadherin
und Dsg3 durch gleichzeitige Anwendung von anti-Ecad-Ab und AK23 nach 6d eine
signifikante Storung der Zelladhésion bewirkte, ldsst den Schluss zu, dass E-Cadherin in
Meibozyten wichtig fir die Stabilisierung desmosomaler Komponenten ist. Auch in
HaCaTs spielt E-Cadherin eine essentielle Rolle bei der Assemblierung von Dsg3 an der
Zellmembran sowie bei dessen Verankerung am Zytoskelett und Ausbildung von
desmosomalen Haftkontakten (Rétzer et al., 2015). Auch frithere Forschungsbefunde
belegen, dass es gut untersuchte Mechanismen zwischen Cadherinen und Desmosomen
gibt, welche in der Assemblierung von Zell-Zell-Kontakten eine wichtige Rolle spielen
(Gumbiner, Stevenson, & Grimaldi, 1988; Lewis, Jensen, & Wheelock, 1994; Lewis et al.,
1997). Dies konnte auch bei Meibozyten der Fall sein. E-Cadherin kénnte auch bei
HMGECs in groBem Male dazu beitragen, dass sich Desmosomen richtig assemblieren.
Diese kénnten dann erst im fortgeschrittenen Differenzierungsstadium nach 6d so stabil
und reichlich an der Zellmembran vorhanden sein, dass sie wichtiger fur die Integritat

des Zellverbands werden. Dass desmosomale Cadherine nach 6d mehr an der Zellkohésion

73



4 Diskussion

beteiligt sind, wird durch die 6d Experimente unterstiitzt, wo nur noch die Kombination

von anti-Ecad-Ab und AK23 destabilisierend wirken.

4.4 Korrelation zwischen Lipidproduktion und Meibomdriisen-Morphologie in

Dsg3 knock-out-Méusen

Wohl wissend, dass ein humanes ex vivo-Modell fir weiterfithrende Untersuchungen
besser geeignet ist, wurde in der vorliegenden Arbeit zuséatzlich zur reinen Zellkultur auch
ein Mausmodell verwendet, um die Morphologie von Meibomdriisen und die Verteilung
der Zellkontaktkomponenten zu analysieren. Wie in der Literatur aufgezeigt wird, gibt es
noch kein richtig geeignetes Modell zur pathophysiologischen Untersuchung von
Meibomdriisen (Asano et al., 2018; Tong & Gupta, 2016). Im Zuge unserer Experimente
ware es naheliegend gewesen, ein Ecad-KO-Mausmodell zu untersuchen. Da es jedoch
nicht moéglich ist, an Ecad-defizienten Médusen zu arbeiten, weil diese 24 h nach Geburt
versterben und somit nicht lebensfihig sind (Bondow et al., 2012), wurde ein Dsg3-KO-
Mausmodell genutzt. Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, unterschieden sich die Driisen von
KO- und von WT-Geschwistertieren nicht, sodass unsere in vitroDaten mit HMGECs
bestitigt wurden, laut denen desmosomale Cadherine und insbesondere Dsg3 eine eher

untergeordnete Rolle fiir die Homdéostase von Meibomdriisen zu spielen scheinen.
4.5 Die Rolle der Meibomdriisen-Dysfunktion fiir die Augenbeteiligung bei PV

Da es mehrere Fallberichte gibt, in denen eine Augenbeteiligung bei PV beschrieben wird
(Akhyani et al., 2014; Broussard, Leung, Moradi, Thorne, & Fine, 2016; Daoud, Cervantes,
Foster, & Ahmed, 2005; Memar, Jabbehdari, Caughlin, & Djalilian, 2020), sollte weiterhin
mit dieser Arbeit ein moéglicher Zusammenhang zwischen der Meibomian Gland
Dysfunction und PV untersucht werden. Dabei liegt die Pravalenz der Augenbeteiligung
zwischen 7 % und 16 %, wobei am hiufigsten eine Konjunktivitis beobachtet werden
konnte. Wie auch in den genannten Publikationen beschrieben wird, kann noch keine
signifikante =~ Kausalitdit  zwischen den  Pemphigus-Antikérpern und den
Augenbeschwerden bestéatigt werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen
ebenfalls, dass alleinige Stérung der desmosomalen Cadherine keinen Einfluss auf die

Zell-Zell-Kontakte sowie die Lipidsynthese in HMGECs zu haben scheint.

Dsg3 wird sowohl in Kornea und Konjunktiva (Memar et al., 2020) als auch in Meibozyten,
wie in in situ-Experimenten an humanen Augenlidern gezeigt wurde (Rétzer et al., 2016),
exprimiert. Wie durch die eingehende Charakterisierung der HMGECs zu Beginn dieser

Arbeit gezeigt wurde, exprimieren Meibozyten ebenfalls Dsgl und weisen somit eine
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vergleichbare Verteilung von Adhéisionsmolekiilen wie Zellen der Epidermis auf.
Deswegen war es naheliegend, dass die Expertise im Bereich der Pemphigus-Forschung
fiir die vorliegende Arbeit genutzt wurde, um die Auswirkungen von PV-IgG auf HMGECs
zu untersuchen. Jedoch konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen einer Stérung
der desmosomalen Cadherine und der Zellkohédsion, der Lipidproduktion oder der
Morphologie der Zellen anhand der hier angefertigten Daten aufgezeigt werden. Demnach
liegt es nahe, dass die Augenbeschwerden im Rahmen der Pemphigus-Erkrankung nicht
durch eine Mitbeteiligung der Meibomdriisen zustande kommen, sondern eher durch
direkte Einwirkung der Antikorper auf die Desmosomen der Konjunktiva und der Kornea

(Vielmuth et al., 2016).

Trotzdem sollten in Zukunft Signalwege untersucht werden, welche aus der PV-
Pathologie bekannt sind; besonders, weil Meibomdriisen in all ihren physiologischen
Regulationsmechanismen und vor allem in Bezug auf Signalkaskaden schlecht untersucht
sind. Aus den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit kann man sehen, dass sich die
Erhohung der cAMP-Konzentration positiv auf die Zellkohésion auswirkt. Wie aus den
Dispase-basierten Experimenten zur Modulation der Signalwege aullerdem ersichtlich ist,
stellt auch die EGFR-Signalkaskade einen moglichen Ansatzpunkt dar. Auch dieser
Signalweg ist in der PV-Pathophysiologie involviert, wobei er Zellhaftungsverlust und
Blasenbildung in Gang setzt (Bektas, Jolly, Berkowitz, Amagai, & Rubenstein, 2013;
Chernyavsky, Arredondo, Kitajima, Sato-Nagai, & Grando, 2007; Walter et al., 2019). Der
EGFR-Signalweg ist weiterhin fiir die Augenlid-Morphogenese und fiir die Proliferation
der Meibozyten selbst wichtig (Dong, Call, Xia, & Kao, 2017; Maskin & Tseng, 1992;
Rubinstein, Weber, & Traboulsi, 2016).

Dsg3-defiziente Méause weisen ein Pemphigus-dhnliches Erscheinungsbild mit Blasen in
der Haut und in der Konjunktiva auf (Vielmuth et al., 2016). Dies legte die Vermutung
nahe, dass das Fehlen von Dsg3 auch die Morphologie und Physiologie der Meibomdriisen
verandert und womoglich pathologisch beeinflusst héatte. Die hier durchgefiihrten
morphologischen und lipidsekretorischen Untersuchungen bestétigten diese Vermutung
jedoch nicht. Dieser Befund legt nahe, dass Dsg3 vermutlich keine zentrale Rolle fir
(patho-)physiologische Prozesse in Meibozyten spielt. Es wére iiberaus spannend,
Meibomdriisen in PV-Patienten zu untersuchen. Dies ist jedoch einerseits schwer moglich,
weil die Augenbeteiligung in PV unterdiagnostiziert ist, und andererseits, weil die
Entnahme eines Stiick Augenlides nicht vertretbar ist. Durch die Etablierung unseres
humanen ex vivoModells wurde aber ein sehr wichtiger Grundstein fiir weitere

Untersuchungen gelegt (Rétzer, Melega, Garreis, Paulsen, & Waschke, 2019). Damit
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konnen weitere Versuche mit anti-Ecad-Ab und PV-IgG/AK23 im Vergleich durchgefiihrt
werden, um mogliche Auswirkungen auf die Lipidproduktion und auf den Reifegrad der
Meibozyten zu beobachten. Im Zuge dieser ex vivo-Experimente wire ein nichster
sinnvoller Schritt, E-Cadherin und Dsg3 durch siRNA-vermittelte Genstilllegung zu
depletieren oder zu uberexprimieren. Dadurch wiirde man pathogene und protektive
Effekte untersuchen konnen. Natiirlich wiirde man auch unter basalen Bedingungen die

verschiedenen Signalwege analysieren.
4.6 Meibozyten erreichen einen CaZ*unabhéngigen Hyperadhésionszustand

Es wurde beobachtet, dass die Zellen nach 6d im Differenzierungsmedium gewissermallen
resistent gegeniiber einer Modulation der Zellhaftung durch spezifische inhibitorische
Antikorper wurden. Nur die Kombination von anti-Ecad-Ab und AK23 hatte eine erhohte
Fragmentzahl in Dispase-vermittelten Dissoziationsversuchen zur Folge. Darauf
begriindet sich die Uberlegung, dass sich die Zellen in einem hyperadhisiven Zustand
befinden kénnten. Die Hyperadhéasion ist aus Forschungen zu Keratinozyten gut bekannt
und beschreibt einen Ca?*-unabhiingigen Haftungszustand der Zellen (D. Garrod &
Kimura, 2008). Die Hyperadhision ist fiir Desmosomen beschrieben und stellt vor allem
1n vivo eine wichtige Grundlage dar fiir den Erhalt der Integritat in Epithelien, die einem
groBBen mechanischen Stress ausgesetzt sind (D. Garrod, 2010; Kimura, Merritt, & Garrod,
2007). Wie in der Literatur beschrieben, wird der (hyperadhisive) Zustand von
Desmosomen in lebenden Zellverbénden eigentlich nur gestort, wenn der Zellverband —
wie im Falle einer Hautwunde zum Beispiel —von auBlen verletzt wird (Garrod & Chidgey,
2008; D. Garrod, 2010; Kowalczyk & Green, 2013). Da die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit nahelegen, dass in HMGECs die Desmosomen eine im Vergleich zu Cadherinen
untergeordnete Rolle spielen, vermuten wir, dass in Meibomdriisen auch Adhérens-
Junktionen die Hyperadhésion erreichen konnen. Zudem liegt es fir uns nahe, dass die
Caz~Abhangigkeit anders als in Keratinozyten geregelt wird. Zudem wirde sich daraus
ableiten, dass das Zusammenspiel zwischen E-Cadherin und den desmosomalen
Proteinen umso wichtiger wird, je weiter der Reifungszustand der Zellen fortgeschritten
ist. Gerade in diesem vermeintlichen Hyperadhésionszustand wére es in Zukunft
interessant, auf die Signalwege genauer einzugehen und die Interaktion zwischen E-
Cadherin und Dsg3 zu untersuchen. Was Dsg3 angeht, besagt die flihrende Meinung, dass
eine Anderung der extrazelluldaren Domine der Desmosomen nétig ist, um die
Hyperadhision zu erreichen (D. R. Garrod, 2013; D. R. Garrod, Berika, Bardsley, Holmes,
& Tabernero, 2005). Es wire interessant dahingehend zukiinftig weitere Untersuchungen

zu betreiben, ob sich auch in HMGECs Strukturdnderungen der Zell-Zell-Kontakte nach
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6d im Differenzierungsmedium zeigen. Man konnte die Hypothese aufstellen, dass sich
die Verbindung zwischen AJ und Desmosomen dndert oder dass sich die Struktur der
beiden unabhéngig voneinander so umformt, dass dies zum hyperadhisiven Zustand

fuhrt.

4.7 Ausblick

Meibomian Gland Dysfunction (MGD) ist vermutlich die weltweit hiufigste Ursache fiir
das Syndrom des Trockenen Auges (Bron & Tiffany, 2004; Driver & Lemp, 1996; Foulks
& Bron, 2003; McCulley & Shine, 2003). In der Literatur findet man viele verschiedene
Ansiatze und  Erklarungsversuche fiir diese  Dysfunktion, welche von
Entziindungsprozessen uber Hypo-oder Hypersekretion und Obstruktion reichen, jedoch
nicht zu einem einvernehmlichen Konsens fithren (Blackie et al., 2010; Bron & Tiffany,

2004).

Wie wir im Laufe unserer Beschaftigung mit der humanen Meibozyten-Zelllinie HMGEC
feststellen mussten, bestehen viele der mangelnden Erkenntnisse zur Pathophysiologie
der Meibomdriisen und des DED wohl zum groflen Teil auch aus dem Grund, dass die
Zellkultur viele limitierende Faktoren mit sich bringt und noch wenige in vivo-Modelle

etabliert bzw. wenige in vivo-Experimente durchgefiithrt wurden.

Nichtsdestotrotz konnten in der vorliegenden Arbeit die grundlegenden Eigenschaften
und Expressionsmuster der Meibozyten sowie die zentrale Rolle von E-Cadherin gezeigt
werden. Dennoch sind die genauen Mechanismen, die dazu fithren, dass eine Stérung der
E-Cadherin-Funktion die Physiologie der Meibozyten beeinflusst, noch lange nicht
geklart. Es wére interessant, Forschung dahingehend zu betreiben, dass man die
Auswirkungen einer Ausschaltung von E-Cadherin auf Genebene untersucht. Aufgrund
des Mangels an Ecad-KO-Tieren wurden allerdings Dsg3-defiziente Mause verwendet, um
ein genaueres Bild Giber Driissenmorphologie und Lipidverteilung in einem in vivo-Modell
zu erhalten. Auf der anderen Seite kénnte man auch die entgegengesetzte Richtung
einschlagen und eine Hochregulierung des E-Cadherin-Gens bewirken, um zu sehen,
welche Auswirkungen eine Uberexpression der Adhérensjunktionen verursacht. Da die
Erforschung der Signalwege noch viel Spielraum zuléasst, wéare auch die Untersuchung
mittels einer fortgeschrittenen Fluoreszenzmethode wie FRAP (Fluorescence Recovery
after Photobleaching) in der Lebendzell-Mikroskopie ein interessanter Ansatzpunkt.
Dabei kénnte man die Verteilung und die zelluldren Dynamiken von Dsg3 und E-Cadherin
genauer analysieren, auch unter Verwendung von Ab und verschiedenen Mediatoren.

Aullerdem koénnte man zukinftig auch die Bindungseigenschaften mittels Atomic-Force-
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Microscopy-Messungen (AFM) untersuchen (Hinterdorfer & Dufrene, 2006; Vielmuth,
Hartlieb, Kugelmann, Waschke, & Spindler, 2015). Man wiirde hierbei versuchen, die
homophilen Bindungseigenschaften von Ecad-Ecad-Molekiilen zu charakterisieren, dann
die Interaktionen zwischen E-Cadherin und Dsg3, die kirzlich beschrieben wurden
(Rétzer et al., 2015), und anschlieBend die Eigenschaften nach Zugabe von anti-Ecad- und

PV-Antikoérpern zu quantifizieren.

Ein neuer und wesentlich vielversprechender Ansatz ist das ex vivoModell humaner
Augenlider, das die genaue Untersuchung der Meibomdriisen auf morphologischer und
(patho-) physiologischer Ebene ermdéglicht (Rétzer et al., 2019). Dieses in seiner Art
einzigartige Modell bietet dabei viele verschiedene Versuchsanséatze: Man konnte auch
hier die inhibitorischen Auswirkungen auf die Adhésionsmolekiile E-Cadherin und Dsg3
beobachten, indem man AK23 und anti-Ecad-Ab einsetzt. Aullerdem wire es durchaus
interessant, die Effekte von F/R auf die Verteilung und Expression von E-Cadherin zu
untersuchen; man konnte eine vertiefte Untersuchung verschiedener, aus der PV-
Pathophysiologie bekannter Signalwege unter physiologischeren Umsténden
durchfithren; aullerdem konnte man einen mechanischen Belastungsversuchsansatz
etablieren, um die Haftung zwischen den Zellen zu messen und ebenfalls versuchen, die
so behandelten Zellen aus den Augenlid-Schnitten zu isolieren, um diese in Kultur zu

nehmen und als stabile Zelllinie zu etablieren.

Mit der vorliegenden Arbeit und den dargestellten Befunden wurde in gewissem Malle zu
einem tieferen Verstidndnis der Meibomdriisen unter physiologischen wie auch unter
pathologischen Situationen beigetragen. Weiterfiihrende und darauf basierende
Untersuchungen — vor allem in Hinblick auf die Korrelation zwischen (patho-
)physiologischen Prozessen in Meibozyten und der Entstehung von DED und PV — sollten
durchgefiihrt werden. Dabei scheint besonders ein besseres Verstédndnis von Signalwegen

eine Grundlage fiir therapeutische Ansétze liefern zu kénnen.
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5 Zusammenfassung und Bewertung der wesentlichen Ergebnisse

Die Ziele dieser Dissertation waren folgende: Zunéchst sollte die interzellulare Adhésion
zwischen Meibozyten in vitro genauer untersucht werden, d.h. die genauen Konditionen
und Zeitpunkte fiir die Expression der wesentlichen Adhésionsmolekiile, wobei der Fokus

zu Beginn auf deren Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad lag.

Wihrend der Ca%*-induzierten Differenzierung fir 1 bis zu 6 Tagen nahmen in HMGEC
die interzellularen Kontakte deutlich zu, wohingegen die Lipidproduktion in dieser Zeit
nicht weiter anstieg. Das Expressionsprofil desmosomaler Proteine, unter anderem auch
des PV-Antigens Desmoglein (Dsg) 3, war Ca2?- und Serum-abhingig. Die
Adhirensjunktionskomponente E-Cadherin hingegen wurde unter allen Bedingungen
dhnlich stark exprimiert und war bereits unter proliferativen Bedingungen an der
Zellmembran sichtbar. Uberraschenderweise fiihrte ein inhibitorischer Antikérper gegen
E-Cadherin nach 1 Tag im Differenzierungsmedium, nicht aber nach 6 Tagen, zu einem
enormen Verlust der Zellhaftung und zu einer reduzierten Lipidproduktion in HMGEC.
Im Gegensatz dazu hatten Antikorper gegen desmosomale Cadherine — darunter auch PV-
Antikorper gegen Dsg3 und Dsgl — keinen Effekt auf die Integritat des Zellverbands,
obwohl sie unter denselben Bedingungen die Zellhaftung in humanen Keratinozyten
verringerten. Die Feststellung, dass die Storung von Dsg3 keinen nennenswerten Einfluss
auf HMGEC hatte, wurde auch durch die Beobachtung gestiitzt, dass sich in Dsg3-
defizienten Mausen sowohl die Driisenmorphologie als auch die Lipidproduktion nicht
signifikant vom Wildtyp unterschieden. Aullerdem deuten die Ergebnisse an, dass
HMGEC nach 6 d einen hyperadhasiven Zustand erreichen. In diesem Zustand sind die
Zellen aufgrund einer gewissen Ca?"-Unabhéngigkeit gegeniiber mechanischem Stress
resistent. Mit der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal die Regulierung der Zell-
Adhésion und deren Einfluss auf die Lipidproduktion in Meibomdriisen untersucht. Die
Daten deuten darauf hin, dass sowohl die Bildung von Zell-Zell-Kontakten als auch die
Lipidsynthese abhingig vom Reifungsgrad sind und dass E-Cadherin die zentrale Rolle
fir diese physiologischen Prozesse spielt. AuBBerdem wurden einige Denkanstdfe fir die
Entwicklung eines ex wvivo-Modells geliefert, welches durch unsere Arbeitsgruppe
schlussendlich etabliert wurde (Rotzer et al., 2019) und wichtig fiir weitere Forschung auf

diesem Gebiet sein wird.
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