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Einleitung: Die Photodynamische Inaktivierung (PDI) stellt eine potentielle Alternative
zur Behandlung einer therapieresistenten infektiosen Keratitis dar * 2. Die Wirkung der
PDI basiert auf der Kombination eines von einer bestimmten Wellenlange angeregten
Photosensibilisators und des dadurch resultierenden Zelltodes durch freie
Sauerstoffradikale.

In frlheren Studien haben wir bereits die Wirkung des Photosensibilisators Chlorine e6
(Ce6) auf humane Keratozyten in der Zellkultur getestet 3 4. Dabei konnten wir 24
Stunden nach der Bestrahlung eine erniedrigte Vitalitdt ab einer Konzentration von 100
nM Ce6, eine gesteigerte Expression von CD34 ab 150 nM Ce6, sowie einen Anstieg der
Apoptoserate und eine Absenkung der Bildung von a-smooth-muscle-actin ab 250 nM
Ce6 nachweisen.

FGFb ist ebenso wie KGF und VEGF ein Angiogenesemarker 5. KGF wird als wichtiger
Mediator von stromalen und epithelialen Interaktionen charakterisiert 8. Dartiber hinaus
gelten FGFb, HGF, KGF und insbesondere TGFB1 als wichtige Faktoren in der
Wundheilung der Hornhaut und der Differenzierung von Keratozyten in Myofibroblasten °.
In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Wirkung der PDI unter Verwendung des
Photosensibilisators Ce6 auf die Sekretion von FGFb, HGF, KGF, TGFB1 und VEGF
beziglich der Zellaktivierung und inflammatorischer Immunantwort humaner Keratozyten

in vitro.

Methode: Humane primare Keratozyten (HPK) wurden aus Hornhduten der LIONS
Hornhautbank Saar-Lor-Lux Trier/Westpfalz wie beschrieben isoliert 1°. Die Keratozyten
wurden in DMEM/Ham's F12 (angereichert mit 10% FCS) kultiviert. Die Charakterisierung
erfolgte anhand der Morphologie ** und des Nachweises von Fibronectin (Durchfluss-
zytometrie) 2. Die HPK wurden mit Ce6 in den Konzentrationen von 0 nM und 100 nM fir
30 Minuten inkubiert und anschlieBend mit einer Wellenlange von 670 nm fiir 13 Minuten
bestrahlt. 24 Stunden nach der Bestrahlung wurde die Sekretion von FGFb, HGF, KGF,
TGFB1 und VEGF mit einem Enzyme linked immuno absorbent assay (ELISA)
photometrisch analysiert, basierend auf dem Nachweis entsprechender Proteine durch
spezifische Antikérper welche mit einem Substrat gekoppelt sind. In Abhangigkeit ihrer
Bindung wird das Substrat umgesetzt und ein Farbumschlag hervorgerufen. Die
Konzentration der Wachstumsfaktoren wurde zur Standardisierung auf den Proteingehalt
der Zellen bezogen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem

Bradford-Assay.

Ergebnisse: Die Sekretion von FGFb sank 24 Stunden nach der Behandlung von 3,55
pg/ug Protein auf 1,58 pg/ug Protein (p=0,01) (Abbildung). Bei HGF, TGFB1 und VEGF
konnten keine signifikanten Veranderungen gegeniber der Kontrolle ohne Ce6 und ohne
Bestrahlung nachgewiesen werden. Signifikante Veréanderungen ergaben sich bei den
bestrahlten Proben ohne Ce6 bei FGFb (2,7 pg/ug Protein), TGFB1 (1,98 pg/ug Protein),
und VEGF (5,95 pg/ug Protein) und mit 100 nM Ce6 bei FGFb (1,58 pg/ug Protein),
TGFB1 (2,83 pg/ug Protein) und VEGF (9,01 pg/ug Protein). Eine Sekretion von KGF

konnte aus dem Zellkulturiiberstand nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung: Sekretion von FGFb, HGF, TGFB1, und VEGF durch humane Keratozyten
in der Zellkultur, 24 Stunden nach PDI mit Ce6 (ohne / mit Bestrahlung, n=5).

Schlussfolgerung: 24 Stunden nach PDI geht die Abnahme der FGFb Sekretion mit
einer erniedrigten Vitalitdit einher, aber eine Verénderung der Sekretion von HGF,
TGFB1 und VEGF ist bei einer Ce6 Konzentration von 100 nM nicht nachweisbar. Um
die Wirkung der PDI auf die korneale Wundheilung und der Angiogenese insbesondere
bei einer infektidsen Keratitis besser zu verstehen, missen weitere Experimente in vitro

durchgefihrt werden.
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