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1 Einleitung 

1.1 Relevanz der Meibomdrüsendysfunktion 

Die Meibomdrüsendysfunktion (engl. meibomian gland dysfunction; MGD) ist weltweit betrach-

tet mit einem Anteil von zwei Drittel die Hauptursache für die Erkrankung des Trockenen Auges 

(engl. dry eye disease; DED). Mit einer Prävalenz von 15-17 % der Gesamtbevölkerung in 

Europa (in Asien bis über 60 %) kann die Erkrankung des Trockenen Auges als Volkskrankheit 

betrachtet werden (1). Insbesondere ältere Personen und Frauen sind gehäuft betroffen (2). 

Allgemein gesehen führt bei der multifaktoriellen Erkrankung des Trockenen Auges ein Verlust 

der Homöostase des Tränenfilms zu einer Instabilität und Hyperosmolarität des Tränenfilms. 

Bei der MGD bedingt eine chronische Sekretionsstörung der Meibomdrüsen einen Mangel 

oder eine veränderte Zusammensetzung an Lipiden im Tränenfilm. Die Folge ist ein evaporativ 

trockenes Auge mit okulären Symptomen, wie Fremdkörpergefühl und relevanten Visusein-

schränkungen (3). Der Reizzustand mit chronischer Entzündung führt im Verlauf zu einer 

Schädigung der Augenoberfläche mit Folgeerkrankungen der Hornhaut und schränkt be-

troffene Patienten stark ein (4, 5). Als häufiges Korrelat der MGD in der klinischen 

Untersuchung sind Veränderungen der Augenoberfläche und der Lider mit atrophierten oder 

verstopften Meibomdrüsen zu beobachten (3). Neben den okulären Symptomen stehen eine 

verminderte Leistungsfähigkeit und assoziierte Erkrankungen wie unipolare Depressionen im 

Vordergrund der Erkrankung des Trockenen Auges (6-8). Insgesamt geben betroffene Patien-

ten den erlebten Leidensdruck und die Einschränkungen in der Lebensqualität in der Schwere 

vergleichbar zu Patienten an, die unter Angina Pectoris Beschwerden leiden (9). Zusätzlich zu 

den gesundheitlichen Einschränkungen des einzelnen Patienten entstehen allein in den USA 

durch die Erkrankung des Trockenen Auges unmittelbare Gesundheitskosten von über 3,8 

Milliarden US-Dollar jährlich (10). Die gesamtwirtschaftlichen Folgen für die Gesellschaft wer-

den auf 55 Milliarden US-Dollar pro Jahr geschätzt (10), wobei ein Großteil der Kosten auf die 

MGD als Hauptursache des Trockenen Auges zurückzuführen ist. Erste Erwähnungen der 

MGD als eigene Entität finden sich bereits in den 1980ern in der Literatur (11). Spätestens seit 

dem Report der Tear Film and Ocular Surface Society (TFOS) zur Meibomdrüsendysfunktion 

im Jahr 2011 ist die Bedeutung der Erkrankung in der Entstehung des DED erkannt und eine 

einheitliche Definition und Klassifikation der MGD etabliert. Seither ist das Interesse an der 

Erforschung der Pathophysiologie und den zugrundeliegenden Ursachen der MGD stark ge-

wachsen (12). 
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1.2 Aktueller Stand der wissenschaftlichen Forschung 

Das aktuell verfügbare Wissen über die Physiologie und die Regulation der Meibomdrüsen, 

die Zusammensetzung und Lipidprofile des Meibomdrüsensekretes, sowie die Pathophysiolo-

gie in der Entstehung der MGD stammt aus klinischer Forschung, zahlreichen in vivo- und 

wenigen in vitro-Modellen. Insbesondere Mausmodelle waren bei der Identifizierung von Risi-

kofaktoren und Signalwegen im Zusammenhang mit der MGD entscheidend (13). Von wesent-

licher Bedeutung für die in vitro-Erforschung der MGD ist die im Jahr 2010 von Liu et al. im-

mortalisierte Zelllinie humaner Meibomdrüsenzellen (human meibomian gland epithelial cell 

line (HMGEC)) eines 58-jährigen, männlichen Spenders (14). Die Charakterisierung und Ent-

wicklung von geeigneten Kulturbedingungen der Meibomdrüsenepithelzelllinie ermöglichte 

zahlreiche Untersuchungen und die Ermittlung verschiedener Faktoren und deren Auswirkun-

gen auf die Meibozytendifferenzierung auf zellulärer Ebene, den Meibozyten. Während frühere 

Forschungsergebnisse zur Pathogenese der MGD als Haupursache eine verminderte Förde-

rung von Drüsensekret aufgrund von Obstruktion der Meibomdrüsenausführungsgänge durch 

Hyperkeratinisierung beschrieben (15-19), wurden in neueren Studien eine Obstruktion durch 

inflammatorische Prozesse, wie die Aggregation von sogenannten neutrophil extracellular 

traps (NETs) im Meibomdrüsenausführungsgang (20) und zusätzlich alternative Wege der re-

duzierten Drüsenfunktion vorwiegend auf zellulärer Ebene diskutiert (21, 22). Klinische Be-

obachtungen wie ein gehäuftes Auftreten der MGD bei Frauen und eine steigende Prävalenz 

im Alter, gaben Anlass für die genaue Erforschung von Veränderungen der Meibomdrüsen 

und verschiedener Risikofaktoren und Einflüsse auf die Meibozytendifferenzierung (23, 24). 

Insbesondere Veränderungen durch Alterungsprozesse, hormonelle Einflüsse, Umweltein-

flüsse wie eine geringe Luftfeuchtigkeit, topische und systemische Medikamente und Verän-

derungen der Meibomdrüsenstammzellen interagieren und resultieren in einer verminderten 

Proliferation von Azinuszellen und einer Drüsenatrophie. Dabei erwiesen sich Signalwege des 

Zellzyklus und des Lipidstoffwechsels, wie Wnt (wingless und int-1)- und PPARγ (Peroxisom-

Proliferator-aktivierter Rezeptor γ)-Signalwege, als zentral in der Entwicklung einer MGD ohne 

die genauen molekularen Wege dahinter zu kennen (25-27). Eine im Alter reduzierte Expres-

sion und auffällig veränderte Lokalisation des PPARγ-Rezeptors, der maßgeblich an der Re-

gulation des Lipidstoffwechsel der Meibozyten beteiligt ist, prädestiniert zu der Entwicklung 

einer MGD (28, 29). Die Stimulation von Meibomdrüsenepithelzellen mit PPARγ-Agonisten, 

wie beispielsweise Rosiglitazon, führte zu einer gesteigerten Lipidproduktion und Zelldifferen-

zierung der Meibomdrüsen und gilt daher als vielversprechender möglicher therapeutischer 

Ansatz der MGD (30, 31). Einschränkend erwiesen sich jedoch viele der eingesetzten Modelle 

und aus ihnen gewonnenen Forschungsergebnisse in ihrer Übertragbarkeit auf den Menschen 

als begrenzt oder wurden den komplexen Vorgängen der Meibomdrüsen, ihrer einzigartigen 

Lipidsekretion und der Nachbildung der Entwicklung einer MGD nicht gerecht (23). So reicht 
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das gegenwärtige Verständnis über die Pathophysiologie und die Mechanismen der Meibom-

drüsendysfunktion nicht für die Entwicklung geeigneter Therapieverfahren, wie die Verfügbar-

keit überwiegend supportiver Maßnahmen und das Fehlen einer wirksamen kausalen Therapie 

der MGD eindrücklich demonstriert (32). 

1.3 Ziele der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung einer primären Meibomdrüsenepithelzellkultur. Diese soll 

zur Grundlagenforschung der Physiologie und Pathogenese der Meibomdrüsendysfunktion 

auf zellulärer Ebene, den Meibomdrüsenepithelzellen, dienen. Zum Verständnis der Physiolo-

gie und Pathologie der Meibomdrüsen und Meibomdrüsenzellen, sowie für die Entwicklung 

von Therapieansätzen zur Behandlung oder zur Prävention der MGD stellen Forschungsmo-

delle ein probates Mittel dar. Bisher fehlen geeignete in vivo- und insbesondere in vitro-Mo-

delle. Neben der erwähnten sekundären Zelllinie immortalisierter humaner Meibomdrüsen 

(HMGEC) eines 58-jährigen, männlichen Spenders (14) stehen kaum geeignete Modellsys-

teme zur Verfügung. Für die Ergründung relevanter Pathomechanismen und um allgemeingül-

tige und übertragbare Schlüsse ziehen zu können, ist dies nicht ausreichend. Weiterhin ist 

eine repräsentative humane Primärzellkultur von Meibomdrüsen zur Evaluierung verschiede-

ner Einflussfaktoren nicht etabliert. Das Interesse an neuen Modellen, insbesondere an ex vivo 

in vitro-Kulturen, für weitere Studien ist hoch (33). Primärzellen werden direkt aus dem Ge-

webe entnommen und ohne Modifizierung unter geeigneten Kulturbedingungen etabliert. Da-

mit besitzen sie als Modellsystem gegenüber anderen in vitro-Modellen, wie sekundären Zell-

linien, den entscheidenden Vorteil, am ehesten dem Ursprungsgewebe und dem in vivo-Zu-

stand mit einer normalen Physiologie zu entsprechen. Aus diesem Grund ist die Etablierung 

einer primären Meibomdrüsenzellkultur als optimales Modell für die Untersuchung der Physi-

ologie und des Stoffwechsels der Meibomdrüsenzellen oberstes Ziel dieser Arbeit.  

Im ersten Schritt soll eine auf mehreren Spendern begründende Zellkultur über mehrere Zell-

generationen etabliert werden. Aus überschüssigem Tarsusgewebe, das im Rahmen der late-

ralen Zügelplastik in der Augenklinik der Universitätsmedizin Mainz anfällt, und aus Tarsi von 

Körperspendern der Anatomie der Johannes Gutenberg-Universität wird die Meibomdrüsen-

zellkultur aufgebaut. Es soll gezeigt werden, dass eine Primärzellkultur sowohl aus Gewebe 

von männlichen als auch von weiblichen Spendern etabliert werden kann. Dies ist insbeson-

dere vor dem Hintergrund des nachgewiesenen hormonellen Einflusses von Bedeutung. Die 

Etablierung geeigneter Kulturbedingungen und die Charakterisierung der Primärzellkultur 

steht im Vordergrund. Das Proliferationsverhalten der primären Meibomdrüsen wird mikrosko-

pisch beobachtet und verglichen. Zur Charakterisierung der Zellen wird RNA gewonnen und 

auf meibomdrüsen-typische Marker untersucht. Es werden mehrere Passagen angelegt und 

die Zellproliferation jeweils bestimmt. Untersucht wird der Einfluss des Rho-Kinase Inhibitors 
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ROCK auf die Zellaktivität und die Zellproliferation der Meibomdrüsenzellen. Die für die Patho-

physiologie der MGD entscheidende Lipidsekretion wird analysiert, um mögliche Hinweise auf 

die in vivo auftretenden Atrophien oder verstopften Drüsen zu finden. Im weiteren Vorgehen 

dient die Lipidproduktion der Meibomdrüsenepithelzellen als sensitiver Marker, um über die 

Visualisierung mittels Lipidfärbungen verschiedene Faktoren und deren Auswirkung auf die 

Lipidproduktion zu analysieren. Von besonderem Interesse ist hierbei der Einfluss von PPARγ-

Agonisten, wie beispielsweise Rosiglitazon, auf die Lipidexpression.  

Zusammenfassend werden in der Dissertation zur experimentellen Grundlagenforschung fol-

gende wissenschaftlichen Hypothesen und Ziele adressiert: 

 

Hypothese 1:  Die Etablierung einer primären Meibomdrüsenkultur ist möglich. 

Hypothese 2: Zur Kultivierung kann sowohl Gewebe von männlichen als auch weibli-

chen Patienten verwendet werden.  

Hypothese 3:  Die primären Meibomdrüsenzellen können proliferieren. 

Hypothese 4:  Das Proliferationsverhalten und die Zellaktivität der primären Meibom-

drüsenzellen wird durch ROCK-Inhibitoren modelliert. 

Hypothese 5: Die primären Meibomdrüsenzellen können Lipide produzieren. 

Hypothese 6:  Die Lipidsynthese der Meibomdrüsenzellen wird durch den PPARγ-Ago-

nisten Rosiglitazon beeinflusst. 

Hypothese 7:  Die primären Meibomdrüsenzellen exprimieren meibomdrüsen-typische 

genetische Marker.  

Hypothese 8: Der PPARγ-Agonist Rosiglitazon verändert die Genexpression der Mei-

bomdrüsenzellen. 

 

Ausblickend soll die Zellkultur in Zukunft ein Werkzeug für weitere Forschung darstellen, um 

die Analytik und die Therapie der Meibomdrüsendysfunktion voranzubringen. Weitere präven-

tive und medikamentöse Ansätze, die zu einer gesteigerten Lipidproduktion führen und damit 

effektiv dem Trockenen Auge entgegenwirken, können verfolgt werden.  
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2 Literaturdiskussion 

2.1 Das Trockene Auge 

Das Trockene Auge (DED), auch Sicca-Syndrom oder Keratokonjunktivitis sicca, wird nach 

dem Report des Dry Eye Workshop II (DEWS II) der Tear Film and Ocular Surface Society 

(TFOS), als eine multifaktorielle Erkrankung der Augenoberfläche, charakterisiert durch einen 

Verlust der Homöostase des Tränenfilms und begleitet von okulären Symptomen, bei der eine 

Instabilität und Hyperosmolarität des Tränenfilms, Entzündung und Schädigung der Augen-

oberfläche und neurosensorische Abnormitäten eine ätiologische Rolle spielen, definiert (34). 

Das Bewusstsein für die Erkrankung sowie deren Bedeutung und Erforschung hat in den ver-

gangenen 30 Jahren stark zugenommen. In diesem Zusammenhang hat sich auch die Cha-

rakterisierung und Definition des Krankheitsbildes, von einer isolierten Erkrankung des Trä-

nenfilms hin zu der oben genannten aktuellen und multifaktoriellen Definition gewandelt (35).  

2.1.1 Epidemiologie 

Mit einer Prävalenz des Trockenen Auges von 15-17 % der Gesamtbevölkerung in Europa und 

bis über 60 % in Asien kann das Krankheitsbild als Volkskrankheit betrachtet werden (1). Glo-

bal erstreckt sich die Prävalenzspanne des Trockenen Auges je nach Studie von 0,4 % (USA) 

(36), über 30 % (Spanien) (37) über 35 % (Taiwan) (38) bis zu 52 % (China) (39). Diese er-

heblichen Unterschiede erklären sich durch verschiedene Studiendesigns (geografische und 

methodische Unterschiede), variable Untersuchungskollektive und fehlende spezifische und 

sensitive Tests in der Diagnose des Trockenen Auges. Allgemein zeigt sich ein signifikanter 

Anstieg der Prävalenz mit dem Alter und eine höhere Prävalenz bei Frauen (1). In Zukunft ist 

bei einer alternden Bevölkerung von einer zunehmenden Prävalenz auszugehen (10). Die un-

mittelbaren Gesundheitskosten der Erkrankung des Trockenen Auges belaufen sich allein in 

den USA auf über 3,8 Milliarden US-Dollar jährlich, die gesamtwirtschaftlichen Folgen für die 

Gesellschaft werden auf 55 Milliarden US-Dollar pro Jahr geschätzt (10).  

2.1.2 Physiologie und Homöostase des Tränenfilms  

Am gesunden Auge wird die Befeuchtung des Auges und die Homöostase des Tränenfilms 

durch eine funktionelle Einheit bestehend aus Haupttränendrüse (Glandula lacrimalis), Mei-

bomdrüsen, der Augenoberfläche (Cornea, Konjunktiva, akzessorische Tränendrüsen) sowie 

durch die reichliche sensorische und vegetative Innervation und Rückkopplung aufrechterhal-

ten. Die beteiligten Strukturen bilden zusammen die „lacrimal functional unit“ (LFU) und kön-

nen alle bei der Erkrankung des Trockenen Auges beteiligt sein (40, 41). 

Der Tränenfilm hat trotz seiner geringen Dicke von nur etwa 3-40 µm eine lebenswichtige 

Funktion zum Schutz und zur Benetzung der Augenoberfläche (42, 43). Eine wässrige 
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Muzinschicht, überwiegend produziert von den Haupttränendrüsen und Becherzellen der Kon-

junktiva, wird von einer Lipidschicht bedeckt. Die Meibomdrüsen sind die Hauptquelle der Li-

pide im Tränenfilm. Sie sekretieren diverse polare und nichtpolare Lipide wie Wachsester, Tri-

acylglycerine, Cholesterine, freie Fettsäuren und Phospholipide (12). Gemeinsam mit einer 

komplexen Zusammensetzung aus über 1500 Proteinen und Glykoproteinen entsteht ein 

stabiler Tränenfilm, der für eine glatte und feuchte Augenoberfläche sorgt (44). Der Tränenfilm 

hat eine wichtige Funktion für die Wundheilung und eine entzündungshemmende Wirkung. Als 

Barriere zur Umwelt bietet er Schutz vor Infektionen, Stäuben und Pollen (45). Störungen in 

der Homöostase, der Zusammensetzung und Stabilität des Tränenfilms haben über die Er-

krankung des Trockenen Auges hinaus weitreichende Konsequenzen auf die Augenoberflä-

che und Degenerationsprozesse des Auges (42). 

2.1.3 Ätiologie und Klassifikation des Trockenen Auges 

Hauptrisikofaktor und pathognomonisch führend in der Entstehung des Trockenen Auges ist 

in etwa zwei Drittel die Meibomdrüsendysfunktion (5). Weiterhin können verschiedene Unter-

formen des Trockenen Auges ätiologisch unterschieden werden, wobei die Grenzen fließend 

sind. Als die zwei Hauptformen gelten die hyposekretorische Form (Tränenmangel) sowie die 

hyperevaporative Form (erhöhte Verdunstung). Eine verminderte Sekretion der wässrig-muzi-

nösen Tränenfilmanteile begünstigt eine Störung der Tränenhomöostase und die Entstehung 

eines sogenannten Aqueous Deficient Dry Eye (ADDE). Eine gestörte Zusammensetzung des 

Tränenfilms, vor allem der Lipidanteile, reduziert die Integrität des Tränenfilms und führt über 

veränderte Verdunstungseigenschaften der Tränenflüssigkeit zu einem Evaporative Dry Eye 

(EDE) (34). Eine alleinige hyposekretorische Form tritt bei etwa 15-20 % der Patienten auf 

(46). Hyperevaporative Störungen liegen bei 60-80 % der Patienten vor (47, 48). Meist sind 

kombinierte Störungen ursächlich in der Entstehung des Trockenen Auges (1, 48). Als Risiko-

faktoren in der Entstehung des Trockenen Auges spielen sowohl endogene als auch exogene 

Faktoren eine bedeutende Rolle. Zu den Risikofaktoren mit hoher Evidenz zählen Alter, weib-

liches Geschlecht, Autoimmunerkrankungen (z.B. systemischer Lupus erythematodes), Medi-

kamente (v.a. Antihistaminika, β-Blocker, Diuretika), Vitamin-A-Mangel, Östrogeninsuffizienz, 

postmenopausale Östrogentherapie, refraktive Chirurgie der Cornea und Hepatitis C (49). 

Ebenfalls von Bedeutung sind die Umweltfaktoren niedrige relative Luftfeuchtigkeit und hohes 

Windaufkommen (49). Das Trockene Auge tritt auch im Rahmen von chronisch-entzündlichen 

Autoimmunerkrankungen wie dem Sjögren-Syndrom auf, das neben Gelenken und anderen 

Organen vor allem die Speichel- und Tränendrüsen betrifft. Dies führt zu den Leitsymptomen 

eines Trockenen Auges und Mundes („Sicca Syndrom“) (50). Abbildung 1 gibt einen Überblick 

über das Krankheitsbild des Trockenen Auges.  



Literaturdiskussion 

7 

 

Abbildung 1 Überblick über das Krankheitsbild des Trockenen Auges  

Quelle: In Anlehnung an Craig et al., 2017 (34) 

2.1.4 Immunologische Aspekte des Trockenen Auges 

Zentral in der Aufrechterhaltung und Verstärkung des Trockenen Auges ist eine begleitende 

Entzündung der Augenoberfläche, die zur Schädigung der beteiligten Strukturen führt (51). 

Eine Entzündungskaskade, gesteuert über NFκB (Nukleärer Faktor κB) Signalwege, inflamm-

atorische Zytokine (IL-8, IL-1, TNF-α) (20, 52), Chemokine (C5a) und Matrix-Metalloproteina-

sen (MMP-9) werden als Mediatoren beobachtet (53). In der Tränenflüssigkeit von Patienten 

mit DED konnte ein Mangel an Nucleasen und eine damit einhergehende Akkumulation von 

extrazellulärer DNA (eDNA) und von NETs nachgewiesen werden (54). Oberflächenstress, 

hervorgerufen durch die Hyperosmolarität des Tränenfilms bei DED, begünstigt dieses Un-

gleichgewicht und die Entzündung der Augenoberfläche (55). Die Aggregation von NETs in 

der Meibomdrüse führte im Mausmodell zu einem Verschluss der 
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Meibomdrüsenausführungsgänge und einem Rückstau der Flüssigkeit mit anschließender 

Atrophie des Meibomdrüsenazinus (20). Eine pharmakologische Hemmung der NET Bildung 

reduzierte die beschriebenen Veränderungen an den Meibomdrüsen (20).  

2.1.5 Symptome und Klinik des Trockenen Auges 

Häufige Symptome des Trockenen Auges sind ein schmerzhaftes Auge, Augenrötung, Bren-

nen, Stechen, Fremdkörpergefühl, Pruritus sowie Photophobie (49). Betroffene äußern eine 

reduzierte Sehschärfe, verschwommenes oder verschleiertes Sehen und eine reduzierte Kon-

trastempfindlichkeit (6). Die Symptome treten häufig getriggert durch Umgebungsfaktoren wie 

Wind, Licht und Temperaturextreme auf (40). Die Erkrankung beeinträchtigt die visuelle Wahr-

nehmung und die Leistungsfähigkeit im Alltag und im Beruf, vor allem beim Lesen, Arbeiten 

am Computer und Autofahren (7). Zudem leidet die psychische Gesundheit unter der Erkran-

kung des Trockenen Auges. Angsterkrankungen und Depressionen treten signifikant häufiger 

bei Patienten mit DED gegenüber gesunden Probanden auf (8). Die Minderung der Lebens-

qualität durch die Erkrankung des Trockenen Auges geben Patienten mit 22 % bei moderaten 

und 28 % bei schweren Symptomen des Trockenen Auges an. Damit ist die Beurteilung der 

Beeinträchtigung durch DED in der Schwere ähnlich wie bei Patienten mit Angina Pectoris (9). 

Beobachtbare Veränderungen im Rahmen des Trockenen Auges sind eine unterschiedlich 

stark ausgeprägte Bindehautrötung, eine Schädigung der Augenoberfläche (Keratitis punctata 

superficialis), lidkantenparallele konjunktivale Falten und ein reduzierter Tränenmeniskus. Zu-

dem können auf die Ursache hinweisende Veränderungen, wie verdickte Lidränder bei der 

Meibomdrüsendysfunktion vorliegen. In Spätstadien sowie bei schweren Verläufen können 

Epitheldefekte und Ulzerationen der Cornea auftreten (56). Schwere Komplikationen finden 

sich gehäuft beim Sjögren-Syndrom, bei der Ichthyosis und der Xerophthalmie (57). 

Auffällig ist häufig eine Diskrepanz zwischen subjektiven Beschwerden und objektiven Verän-

derungen der Augenoberfläche, die das Fehlen einheitlicher klinischer Tests und das individu-

elle Schmerzerleben der Betroffenen nur teilweise erklärt (58, 59). Nur etwa 60 % derjenigen 

mit nachgewiesenen Veränderungen der Augenoberfläche klagen über Symptome (58). Ne-

ben einer Rötung der Bindehaut korrelieren eine erhöhte Tränenosmolarität (bei beiden 

Hauptsubtypen des Trockenen Auges vorhanden) und eine geringe Tränenstabilität (Tear 

Break up Time; TBUT) nur in geringem Maße mit den Beschwerden von DED-Patienten (58-

61). Daher empfiehlt der TFOS DWES II Report die Terminologie „Symptome ohne Zeichen“ 

und „Zeichen ohne Symptome“ zu verwenden (34). Symptome ohne Zeichen können in prä-

klinischen Stadien der DED oder bei gleichzeitig vorliegenden neuropathischen Schmerzen 

der Cornea auftreten (62). In der reichlich innervierten und schmerzempfindlichen Cornea wer-

den durch dysfunktionale Innervation Empfindungen, wie Stechen oder Brennen ausgelöst, 

die unabhängig der Beschwerden des Trockenen Auges entstehen und davon abzugrenzen 

sind (63). Demgegenüber sind Anzeichen des Trockenen Auges ohne Symptome bei sekundär 
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reduzierter Sensitivität der Cornea in Folge eines Progresses des Trockenen Auges beobacht-

bar. Liegt eine Prädisposition für ein Trockenes Auge vor, beispielsweise eine noch asympto-

matische Meibomdrüsendysfunktion, können sich Veränderungen der Augenoberfläche vor 

dem Auftreten von Symptomen einstellen (34).  

2.2 Die Rolle der Meibomdrüsendysfunktion in der Pathogenese des Trocke-

nen Auges 

Die Meibomdrüsendysfunktion ist ein Überbegriff mehrerer Erkrankungen der Meibomdrüsen 

(3). Die MGD kann sich sowohl auf die Quantität als auch auf die Qualität des ausgeschiede-

nen Drüsensekrets der Meibomdrüsen, das Meibum, negativ auswirken. Dies beeinflusst die 

Zusammensetzung des Tränenfilms. Die MGD ist mit einer Prävalenz zwischen 39-50 % weit 

verbreitet und nimmt im Alter signifikant zu (64). Weltweit ist die MGD die Hauptursache für 

ein evaporativ Trockenes Auge (EDE). Bei 65 % der Patienten mit gestörter Lipidphase des 

Tränenfilms ist eine MGD ursächlich, aber auch bei asymptomatischen Patienten zeigt sich 

gelegentlich eine MGD (65). Erste Erwähnungen der MGD finden sich bereits in den 1980ern 

in der Literatur (11), wobei spätestens seit dem TFOS-Workshop Report zu Meibomdrüsen-

dysfunktion 2011 die Bedeutung der Erkrankung in der Entstehung des DED erkannt wurde 

und eine einheitliche Definition und Klassifikation der MGD etabliert wurde (12).  

2.2.1 Meibomdrüsen und ihre Funktion 

Meibomdrüsen (Glandulae tarsales) sind große Talgdrüsen, die mit zahlreichen separaten 

Drüsengängen im bindegewebigen Tarsus des Ober- und Unterlieds lokalisiert sind. Zwischen 

20 und 40 einzelne Meibomdrüsen sind im Oberlid und 20 bis 30 im Unterlid vorhanden (66). 

Die Anatomie und der Sekretionsmechanismus der Meibomdrüsen weisen Ähnlichkeiten mit 

Talgdrüsen der Haut auf, sind aber im Gegensatz dazu größer und nicht mit Haaren assoziiert 

(3, 23). Die Azini der Meibomdrüsen sind unterschiedlich groß und leiten ihr Sekret durch kurze 

intralobuläre Ductuli in einen langen zentralen Ausführungsgang ab. Durch einen holokrinen 

Sekretionsmechanismus, bei dem die Zellen der Meibomdrüsen (Meibozyten) verschiedene 

Differenzierungsstadien durchlaufen, entsteht ein öliges Sekret, das Meibum (67). Randstän-

dige, undifferenzierte Basalzellen differenzieren sich zu aktiven Meibozyten, die nach und 

nach Lipide in Vesikeln einlagern. Die Meibozyten wandern Richtung Zentrum des Azinus und 

differenzieren durch Zunahme der Lipidvesikel zu vollständig differenzierten Meibozyten. Im 

Verlauf wird der Zellkern pyknotisch, die Zellmembran beginnt sich aufzulösen und die ge-

samte Zelle bildet das Meibum (68). Das Meibum fließt durch einen kurzen Verbindungsgang 

in einen zentralen Gang. Mehrere Drüsengänge bilden einen Ausführungsgang. Abbildung 2 

zeigt die Anatomie der Meibomdrüsen und die Veränderungen der Meibozyten während des 

holokrinen Sekretionsmechanismus im histologischen Bild.  
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Abbildung 2 Anatomie und Histologie einer murinen Meibomdrüse 

Abbildung 2 zeigt einen holokrinen Meibomdrüsenazinus der murinen Meibomdrüse. Der Maß-

balken entspricht 50 µm. Der Differenzierungs- und Reifungsprozess von Meibozyten geht von 

den randständigen Basalzellen aus (weiße Pfeile). In Richtung des Zentrums des Azinus la-

gern Meibozyten Lipide ein und differenzieren sich zu reifen Meibozyten, bevor sie apoptotisch 

werden. Hypermature Meibozyten zeigen einen pyknotische Zellkern (schwarze Pfeile). Das 

Meibum ist das sekretorische Produkt aus allen Bestandteilen der Meibozyten (holokrine Sek-

retion).  

Das Meibum wird durch den Ausführungsgang auf den freien Lidrand, durch Sekretionsdruck 

der Drüse und muskuläre Kräfte, nahe der inneren Lidkante ausgeschieden (69). Das Sekret 

sammelt sich am distalen Tränenmeniskus. Gemeinsam mit einem geringen Anteil polarer und 

nichtpolarer Lipide anderen Ursprungs überzieht es durch den Lidschlag die wässrige Phase 

des Tränenfilms mit Lipiden und reduziert damit dessen Verdunstung (70, 71). Kontinuierlich 

wird ein Teil der Lipidschicht des Tränenfilms nach vorne über den Lidrand und über die ab-

leitenden Tränenwege abgeschieden, sodass der Tränenfilm einer ständigen Erneuerung un-

terliegt (71). Zwischen dem Blinzeln behält der normale Tränenfilm seinen Aufbau für 10-20 

Sekunden bei, bevor die Lipidphase beginnt aufzubrechen und die darunterliegende wässrige 

Phase verdunstet (72). 

2.2.2 Zusammensetzung des Meibums 

Das Meibum ist ein hochkomplexes Lipidgemisch mit geringen Anteilen an Proteinen und wei-

teren Bestandteilen, das dem holokrinen Sekretionsmechanismus der Meibozyten entstammt 

(69). Über 90 verschiedene Proteine, unter anderem IgA und Lipocalin konnten im Meibum 

nachgewiesen werden (73). Lipocalin bindet zahlreiche lipophile Liganden und ist vermutlich 
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für die Integrität zwischen wässriger- und Lipidphase des Tränenfilms wichtig (3). Die Lipide 

des Meibums sind vielfältig und ihre Zusammensetzung einzigartig im menschlichen Körper 

(23). In den vergangenen Jahren konnte in zahlreichen Untersuchungen die Lipidzusammen-

setzung aufgeschlüsselt werden (67, 74-77). Demnach besteht Meibum hauptsächlich aus 

neutralen Lipiden wie Wachsestern, Cholesterinestern, freiem Cholesterin und Triacylglyceri-

nen, sowie kleineren Mengen eher polarer Verbindungen, wie Phospholipiden und Sphingo-

myelinen (Tabelle 1). Die Eigenschaften, die das Meibum einzigartig machen, sind das Ver-

hältnis der Lipidklassen untereinander, die extreme Länge der Fettsäureketten (bis C36), um-

fangreiche ω-Hydroxylierung von Fettsäuren und Alkoholen und das Vorkommen komplexer 

Lipide mit mehreren Esterbindungen (23). Verschiedene Befunde und individuell verschiedene 

Zusammensetzungen wurden auch im gesunden Kollektiv beschrieben (69). Insbesondere der 

Anteil polarer Lipide, denen eine verbindende Eigenschaft zwischen wässriger Phase und Li-

pidphase des Tränenfilms zugeschrieben wird, wurde lange Zeit zu hoch eingestuft (67, 77, 

78).  

Tabelle 1 Lipidzusammensetzung des Meiboms 

Bestandteile Anteil am Lipidgemisch  

(O)-Acylated ω-hydroxy fatty acids (OAHFA) 1-5 % 

Cholesterinester 30-40 % 

Ceramide In Spuren nachweisbar 

Freies Cholesterin < 0,5 % 

Cholesterinester von OAHFA 3 % 

Diacetylierte Diole Nachweisbar, nicht quantifiziert 

Freie Fettsäuren ~ 0,1-1 % 

Phospholipide und Sphingomyeline << 0,1 % 

Squalene In Spuren 

Glyceride 1 % 

Wachsester 30-48 % 

Quelle: Nach Butovich et al., 2017 (77) 
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2.2.3 Definition und Klassifikation der Meibomdrüsendysfunktion  

Die aktuelle Definition des TFOS-Workshops zur MGD bezieht die Pathophysiologie der Mei-

bomdrüsen und die klinische Manifestation der Symptome mit ein. Demzufolge ist die MGD 

eine chronisch, diffuse Abnormalität der Meibomdrüsen, gekennzeichnet durch eine Obstruk-

tion des terminalen Ausführungsgangs der Meibomdrüsen und/oder eine qualitative oder 

quantitative Veränderung der Drüsensekretion. Dies kann zu Veränderungen des Tränenfilms, 

Irritationen und Entzündung der Augenoberfläche führen (12). Die Meibomdrüsendysfunktion 

ist ein Überbegriff für verschiedene Störungen der Meibomdrüsen. Die traditionelle Klassifika-

tion beruht auf Unterschieden in der Sekretionsrate, wobei zwischen einer vermindert und ei-

ner vermehrt fördernden Form unterschieden wird (12). Die vermindert fördernde Form wird 

weiter in Hyposekretion der Meibomdrüsen oder obstruktive Formen (vernarbende oder nicht-

vernarbende Form) unterteilt. Die vermehrt fördernde Form, die Hypersekretion, wird nicht 

weiter unterteilt. Bei jeder Entität werden außerdem primäre von sekundären Ursachen diffe-

renziert (12). Abbildung 3 zeigt die Einteilung der MGD. 

 

Abbildung 3 Einteilung der Meibomdrüsendysfunktion 

Quelle: In Anlehnung an Nelson et al., 2011 (5) 
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2.2.4 Symptome und Klinik der Meibomdrüsendysfunktion 

Meibomdrüsen haben eine entscheidende Aufgabe für den Tränenfilm und die Gesunderhal-

tung der Augenoberfläche. Der Funktionsverlust der Meibomdrüsen führt zu einer veränderten 

und reduzierten Lipidphase des Tränenfilms, einer erhöhten Tränenverdunstung und einer er-

höhten Tränenfilmosmolarität (79). Dies bedingt Veränderungen der Augenoberfläche und ei-

nen instabilen Tränenfilm (80). Tritt eine MGD gemeinsam mit einer Entzündung auf, liegt bei 

Beteiligung des Lids eine Blepharitis und bei Beteiligung der Meibomdrüse eine Meibomitis vor 

(56). Da die MGD mit dem evaporativ trockenen Auge assoziiert ist, überschneiden sich viele 

Symptome der MGD mit denen der DED was eine eindeutige Unterscheidung erschwert (81). 

Ähnlich wie bei der DED, korrelieren die Zeichen der MGD häufig nicht mit der Symptom-

schwere. In populationsbasierten Studien zeigte sich, dass die meisten Patienten mit MGD 

sogar asymptomatisch sind (82, 83). Symptomatische Patienten klagen über ein schmerzen-

des Auge und Symptome des Trockenen Auges einschließlich Fremdkörpergefühl, Trocken-

heit, Juckreiz oder Lichtempfindlichkeit (12). Zu den vielfältigen klinischen Zeichen der MGD 

zählen Veränderungen der Lidmorphologie, abnorme Drüsensekretion, sowie eine fehlende 

Sichtbarkeit der Drüsen („gland dropout“) (81). Typische Untersuchungsbefunde der Spaltlam-

penuntersuchung sind verkrustete und verdickte Lidränder mit Teleangiektasien oder Hyperä-

mie, eine veränderte Öffnungsposition und verstopfte Ausführungsgänge der Meibomdrüsen 

(56). Normales Meibum ist klar und leicht ausdrückbar, während bei der MGD ein trübes, gra-

nuläres und visköses Meibum vorliegt, das nur mit erheblichen Druck auf das Lid exprimiert 

werden kann (84). 

2.2.5 Pathophysiologie der Meibomdrüsendysfunktion - Stand der Forschung 

Als die häufigste Form der MGD ist die verminderte Förderung aufgrund von Obstruktion be-

schrieben (15). Basierend auf klinischen Studien und verschiedenen Tierversuchen wird als 

zugrundeliegender Pathomechanismus eine Obstruktion der Meibomdrüsen durch Hyperkera-

tinisierung des Gangepithels vermutet (16-19). Verschiedene Faktoren, die eine Hyperkerati-

nisierung induzieren, wie beispielsweise das proinflammatorische Zytokin IL-1β, wurden iden 

tifiziert (85). Die Hyperkeratinisierung führt zu einer Blockade der Meibomdrüsenöffnung, einer 

Stase der Drüse mit konsekutiv zystischer Dilatation und schlussendlich zu einer Atrophie der 

Drüsenacini (3). Eine weitere Ursache für eine Verstopfung der Ausführungsgänge der Mei-

bomdrüsen kann eine veränderte Lipidzusammensetzung des Meibums darstellen. Ein erhöh-

ter Schmelzpunkt und eine damit einhergehend gesteigerte Viskosität des Meibums bedingt 

eine erschwerte Sekretion (86). In neueren Studien werden zusätzlich alternative Wege der 

reduzierten Drüsenfunktion diskutiert, nachdem in verschiedenen Untersuchungsmodellen 

keine Hyperkeratinisierung des Gangepithels als Ausgang einer Drüsenatrophie und einer 

MGD festzustellen war (21, 22). Neue Ansätze zur Erklärung der Pathophysiologie der MGD 
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konzentrieren sich auf die zelluläre Ebene, die Meibozyten. In Human- und Mausmodellen 

wurden Risikofaktoren und spezifische altersabhängige und umweltbedingte Veränderungen 

der Meibomdrüsenstammzellen und Meibozytendifferenzierung identifiziert, die die Funktion 

der Meibomdrüsen wesentlich verändern. Dazu zählen eine verminderte Proliferation von Azi-

nuszellen, eine Drüsenatrophie und eine veränderte Expression und Lokalisation des Per-

oxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptors (PPARγ) (28, 29). Über die molekularen Wege der 

Steuerung der Meibozytendifferenzierung, wie beispielsweise über PPARγ ist  edoch aktuell 

nur wenig bekannt (87). Abbildung 4 gibt einen Überblick über die aktuelle Forschung nach 

möglichen Faktoren, deren vermutete Auswirkungen auf die Meibozyten und deren Effekte in 

der Pathogenese der MGD.  

 

Abbildung 4 Mögliche Einflussfaktoren und ihre Effekte in der Pathogenese der MGD 

Quelle: Modifiziert nach Hwang et al., 2017 (87) 

2.2.5.1 Alterungsprozesse 

Das Alter ist ein bekannter Risikofaktor für die Entwicklung einer MGD (2). Neben einer im 

Alter signifikant ansteigenden Prävalenz der MGD konnten insbesondere bei Patienten ab 50 

Jahren Veränderungen des Lidrandes, der Meibomdrüsen, der Augenoberfläche und der Trä-

nenfunktion erhoben werden. Bei jüngeren Patienten wurden hingegen kaum Veränderungen 

festgestellt (88, 89). Mit zunehmendem Alter atrophieren die Meibomdrüsenazini und produ-

zieren weniger Lipide (3). Sullivan et al. zeigten mittels Massenspektroskopie ein verändertes 
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Lipidprofil des Meibums mit veränderten nichtpolaren und polaren Lipidprofilen bei älteren Per-

sonen (90). Die klinische Bedeutung und die Frage, ob die Veränderungen direkt auf das Altern 

der Meibomdrüsen zurückzuführen sind oder in Zusammenhang mit biologischen Veränderun-

gen im Alter (z.B. ein Rückgang der Sexualhormonspiegel) stehen, ist Gegenstand aktueller 

Forschung (2). Neuere Erkenntnisse aus Human- und Mausmodellen legen nahe, dass den 

altersabhängigen Veränderungen der Meibomdrüsen eine verringerte Meibozytendifferenzie-

rung, eine reduzierte Zellteilung der Meibozyten und damit Erneuerung der Meibomdrüsenzel-

len, eine verringerte Größe der Meibomdrüsen und eine verstärkte Infiltration von Entzün-

dungszellen zugrunde liegen (24, 87). Auf zellulärer Ebene wurde unter anderem ein deutlicher 

Rückgang der Expression der Natrium-Kalium-ATPase in gealterten Meibomdrüsen festge-

stellt (91). Nien et al. untersuchten Augenlider von Patienten im Alter zwischen 18-95 Jahren 

durch immunhistochemische Färbungen des Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptor 

(PPARγ) zur Darstellung der Meibozytendifferenzierung, um altersbedingte Veränderungen 

der Meibomdrüsen zu identifizieren (24). Der PPARγ-Rezeptor gehört zu einer Rezeptor-

gruppe, die maßgeblich an der Regulation von Zelldifferenzierung, Zellwachstum und Genex-

pression von Genen der Lipogenese beteiligt ist (92). Sie werden ubiquitär in verschiedenen 

Geweben exprimiert und finden sich auch in Adipozyten und Sebozyten wieder (93). Dabei 

zeigte sich bei der PPARγ-Antikörperfärbung bei jüngeren Patienten eine Lokalisation des Re-

zeptors im Zellkern und im Zytoplasma. Dementgegen waren bei Proben älterer Patienten die 

PPARγ-Rezeptoren überwiegend im Zellkern und nur bei den Basalzellen der Meibomdrü-

senazini auch im Zytoplasma exprimiert. Antikörperfärbungen des nukleären Antigens Ki67 als 

Marker der Zellteilungsaktivität und des Proliferationspotentials zeigten eine signifikant höhere 

Zahl Ki67-positiver und damit aktiver Zellen bei jüngeren im Vergleich zu älteren Patienten 

(24). Entgegengesetzt zeigte sich eine Zunahme inflammatorischer Zellen (CD45-positive Zel-

len) in Meibomdrüsen im älteren Kollektiv (24). Vergleichbare altersassoziierte Veränderungen 

der PPARγ-Expression zeigten sich auch im Mausmodell (28). Jester et al. bestätigten mittels 

Western-Blotting des PPARγ-Rezeptorproteins von jungen und älteren Mäusen die immunzy-

tochemischen Befunde der abnehmenden PPARγ-Expression im Alter (29). Diese Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass die Entwicklung einer M D im Alter mit einer herabregulierten PPARγ-

Signalübertragung, verminderter Meibozytendifferenzierung und Lipidsynthese sowie einem 

Verlust der Stammzellerneuerung der Meibozyten einhergeht (87). Atrophierte und hyposek-

retorische Meibomdrüsen könnten als Folge dieser Veränderungen betrachtet werden (30, 87).  

2.2.5.2 Umwelteinflüsse 

Umweltfaktoren tragen ebenfalls zur Entwicklung einer MGD bei (12). Kontaktlinsen gelten seit 

langem als Risikofaktor der MGD (11, 19). Auch verlängerte Blinzel-Intervalle bei der Bild-

schirmnutzung oder beim Lesen haben einen Einfluss auf die Meibomdrüsen, wie eine signifi-

kant erhöhte Prävalenz der MGD bei Arbeitern an Bildschirmen gegenüber 
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Vergleichspersonen zeigte (94). Darüber hinaus beeinflusst eine Umgebung mit niedriger Luft-

feuchtigkeit die Funktion der Meibomdrüsen (95). Am Mausmodell beobachteten Suhalim et 

al. einen deutlichen Anstieg der basalen Meibomdrüsenzellproliferation unter Exposition in ei-

ner das Auge austrocknender Umgebung (96). Die Proliferationszunahme deutet auf eine ver-

stärkte Meibozytenerneuerung hin, die im Rahmen des holokrinen Sekretionsmechanismus 

zerfallen, um Meibum freizusetzen. Erweiterte Drüsengänge deuten ebenfalls auf eine erhöhte 

Sekretion hin (87). Daneben löste Umweltstress in Form von Austrocknung eine Veränderung 

des Protein-Lipid-Verhältnisses des Meibums aus (96). Während physiologisch der Protein-

gehalt des Meibum durch eine Art Reifungsprozess bei der Sekretion vom Azinus hin zur Drü-

senöffnung abnimmt, zeigte sich unter provozierter Austrocknung eine gestörte Reifung mit 

einem erhöhten Proteinanteil im Meibum (87, 96). Dieser könnte sich negativ auf die Lipidflui-

dität und damit auf die Stabilität des Tränenfilms auswirken, wie Untersuchungen zur Interak-

tion zwischen Proteinen und Tränenfilm nahelegen (97). Diese Beobachtungen zeigen den 

direkten Einfluss von Umweltfaktoren auf die Meibomdrüsenfunktion in Bezug auf Proliferation 

der basalen Azinuszellen, Meibozytendifferenzierung und Lipidsynthese (96). Kontinuierliche 

oder wiederholte Exposition kann möglicherweise zu einer Erschöpfung der Meibozyten-

stammzellen und damit zu einer frühzeitigen MGD beziehungsweise Alterung und Atrophie der 

Meibomdrüsen führen (87). 

2.2.5.3 Hormonelle Einflüsse  

Sexualhormone haben eine wichtige Funktion in der Regulation von Meibomdrüsen und Mei-

bozyten. Androgenrezeptoren und Enzyme des Androgenmetabolismus, wie die 5-α-Reduk-

tase, sind in den Zellkernen von Meibozyten sowohl bei Menschen als auch bei verschiedenen 

Tierspezies nachgewiesen (98, 99). Insbesondere Androgene stellten sich als relevant für die 

Regulation der Meibomdrüsen heraus (100). Im Maus und Kaninchenmodell führte ein Mangel 

an Androgenen zu einer MGD, zu veränderten Lipidprofilen im Meibum, einer Instabilität des 

Tränenfilms und zu einem trockenen Auge durch Evaporation (100). Klinische Beobachtungen 

bei Männern unter antiandrogener (z.B. androgendeprivierender Therapie des Prostatakarzi-

noms) zeigten Meibomdrüsenveränderungen und ein funktionell trockenes Auge (100). Auch 

bei anderen androgenarmen Zuständen, wie bei Personen mit kompletter Androgeninsensiti-

vität und beim Sjögren-Syndrom, wurden eine MGD und Veränderungen der Lipidmuster des 

Meibums beobachtet (100). In vitro hatten Androgene an immortalisierten humanen Meibom-

drüsenepithelzellen Auswirkungen auf mehrere tausend Gene (25). Neben Androgenrezepto-

ren wurden auch Östrogenrezeptoren in Meibozyten nachgewiesen, die ebenfalls an der Re-

gulation der Meibomdrüsen beteiligt sind (101). Dies bestätigen beobachtbare Veränderungen 

an Meibomdrüsen bei prämenopausalen Frauen während des Menstruationszyklus und er-

höhte Inzidenzen des Trockenen Auges bei Frauen unter postmenopausaler Östrogentherapie 

(102, 103). Allgemein scheinen Androgene die Meibumsekretion sowie Drüsenfunktion zu 
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fördern und eine Entzündung zu unterdrücken, während Östrogenen eine entzündungsver-

stärkende Wirkung zugeschrieben wird (104).  

2.2.5.4 Veränderung der Meibomdrüsenstammzellen 

Der holokrine Sekretionsmechanismus der Meibomdrüsen erfordert eine langfristige Prolifera-

tionskapazität und Selbsterneuerung der Meibozyten durch Meibomdrüsenstammzellen (3). 

Daher spielt in der Pathogenese der MGD die Erschöpfung der Meibomdrüsenstammzellen 

durch die beschriebenen Alterungsprozesse, Umwelteinflüsse und weitere Mechanismen eine 

entscheidende Rolle (105). Eine Erschöpfung der Proliferationskapazität der Meibomdrüsen-

stammzellen führt zu einem Verlust der azinären Meibozyten und einer Atrophie der Meibom-

drüsen. Die Charakterisierung und Lage der Meibomdrüsenstammzellen, die für den Turnover 

der Meibozyten und die Sekretion des Meibums elementar sind, ist noch nicht abschließend 

geklärt (106, 107). Einige Studien vermuten eine Lage der Stammzellen entlang des zentralen 

Ductus, ähnlich wie bei Stammzellen des Haarfollikels (106). Neuste Untersuchungen lokali-

sieren sie am Übergang der duktalen zu den azinären Basalzellen (107, 108). Darüber hinaus 

wurden für die verschiedenen Abschnitte der Meibomdrüsen unterschiedliche Stammzellen 

gefunden (109). Die Drüsenacini stammen demnach von einer einzigen Stammzelle ab, wäh-

rend die Drüsengänge von Vorläuferzellen unterschiedlicher Herkunft abstammen (109). Ist 

die Stammzelle eines Drüsenacinus erschöpft, ist ein Verlust einzelner Azini und ein Ausfall 

der Meibomdrüse möglich, wie bei der MGD klinisch zu beobachten ist (87).  

2.2.5.5 Weitere Risikofaktoren der Meibomdrüsendysfunktion  

Neben den beschriebenen Einflüssen existieren noch weitere Risikofaktoren, die mit der Ent-

wicklung einer MGD assoziiert sind (2). Dazu gehören ophthalmologische Befunde wie eine 

Aniridie (110), eine Ichthyosis (111) und das Trachom (112), die die Funktion der Meibomdrü-

sen wesentlich beeinflussen können. Auch neurogene Faktoren der reichlich innervierten Mei-

bomdrüsen werden in der Pathophysiologie der MGD diskutiert (113). Zusätzlich können Stö-

rungen des Fettstoffwechsels (u.a. Dyslipidämien) und diätetische Faktoren, wie eine fettarme 

Ernährung, die Differenzierung der Meibomdrüsen beeinflussen (114, 115). So entwickelten 

Mäuse, die eine spezielle Ernährung mit geringem Lipidanteil erhielten, eine MGD (114). Deut-

liche Auswirkungen auf die Meibomdrüsenfunktion konnten auch im Rahmen von Entzündun-

gen und Allergien beobachtet werden (116). Die Anwendung verschiedener systemischer Me-

dikamente, wie beispielsweise Isotretinoin (117), und topischer Medikamente, wie zum Bei-

spiel topische β-Blocker in der Glaukomtherapie (118), wurden als Risikofaktoren für die Atro-

phie von Meibomdrüsen und die Entwicklung einer MGD identifiziert. Nicht zuletzt sind ange-

borene Störungen und Verminderungen der Meibomdrüsen beschrieben (119).  
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2.3 Modelle zur Untersuchung der Meibomdrüsendysfunktion 

In Anbetracht der Bedeutung der MGD als Hauptursache der DED, und spätestens seit dem 

TFOS-Workshop zur MGD im Jahr 2011, ist das Interesse an der Erforschung der MGD stark 

gestiegen (12). Aktuell gibt es immer noch keine wirksame kausale Therapie der MGD, son-

dern überwiegend supportive Maßnahmen. Zum Verständnis der Physiologie und Pathologie 

der Meibomdrüsen und Meibomdrüsenzellen, sowie für die Entwicklung von Therapieansätzen 

zur Behandlung oder zur Prävention der MGD stellen Forschungsmodelle ein geeignetes Mittel 

dar. Nach wie vor fehlen für die Untersuchung der MGD geeignete in vivo- und in vitro-Modelle.  

Der Großteil des heute verfügbaren Wissens über die Entwicklung, die Anatomie, die Physio-

logie und die Regulation der Meibomdrüsen, die Zusammensetzung und Lipidprofile des 

Meibums, sowie die Entstehung einer MGD, stammt aus diversen in vivo-Modellen. Neben 

Kaninchen- und Hundemodellen ermöglichten insbesondere Mausmodelle die Identifizierung 

möglicher Risikofaktoren und Signalwege, die in Zusammenhang mit der MGD stehen könnten 

(13, 120). Allein zwischen 2000 und 2023 finden sich über 27 beschriebene Tiermodelle zur 

Erforschung der MGD in der Literatur (13). Neben den Tiermodellen sind auch wenige in vitro-

Modelle, eine humane (121), eine murine (29) und eine vom Kaninchen stammende Zelllinie 

(120) als Untersuchungsmodelle zur Charakterisierung und Erforschung der Pathophysiologie 

der MGD, etabliert worden. Außer in der Vorbereitung für die Etablierung einer immortalisierten 

humanen Zelllinie (121) fand eine humane primäre Meibomdrüsenepithelzellkultur noch kei-

nen Einzug in die Forschung der MGD. Folglich steht bisher keine umfängliche primäre Zell-

kultur humaner Meibomdrüsenepithelzellen zur Verfügung. Daneben existiert eine weitere pri-

märe Meibomdrüsenzellkultur, die Zhang et al. für die Untersuchung des Meibomdrüsenkarzi-

noms etablierten (122). Mit Hilfe von Primärkulturen aus Überschussgewebe humaner Mei-

bomdrüsenkarzinomzellen und Meibomdrüsenzellen verglichen sie das Zellwachstum. Dabei 

konnte die erste Passage der Karzinomzellen bereits am 14 Tag erfolgen, die der Meibomdrü-

senzellen nach drei Wochen (122). Für beide Zellkulturen konnten Zytokeratine, Androgenre-

zeptoren und Lipide (mittels Oil Red O Färbung) nachgewiesen werden, wobei die Lipidex-

pression der Meibomdrüsenkarzinomzellen gegenüber den Meibomdrüsenzellen reduziert war 

(122). In einem weiteren Ansatz untersuchten Rötzer et al. an einem ex vivo in vitro-Modell die 

Bedeutung und Regulierung der Zellkohäsion von Meibomdrüsenzellen durch Desmogeleine 

und Cadherine (123). Dazu entwickelten sie ein Kulturmodell aus Schnitten von in Agarose 

eingebetteten und kultivierten Tarsalplatten (123).  

2.3.1 Primärzellkulturen und Zelllinien als in vitro-Modelle  

Primärzellkulturen entstehen durch Kultivierung von direkt aus dem Gewebe entnommenen 

Zellen unter optimalen Bedingungen. Die primären Zellen entsprechen damit am ehesten dem 

Ursprungsgewebe. Sie werden nicht modifiziert und weisen eine dem in vivo-Zustand ähnliche 
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Physiologie auf. Aus diesem Grund stellen sie äußerst relevante Modellsysteme für die Grund-

lagenforschung, wie beispielsweise zur Untersuchung der Wirkung von Metaboliten, Wachs-

tumsfaktoren und Stimulantien auf die Zellen dar (124). Allerdings gestaltet sich die Kultivie-

rung und die Vermehrung primärer Säugetierzellen aufgrund von Alterungsprozessen und Ver-

änderungen genetischer Merkmale von Populationsgeneration zu Populationsgeneration als 

schwierig (125). Neben der Etablierung optimaler und reproduzierbarer Kulturbedingungen 

stellt das begrenzte Wachstumspotential primärer Zellen eine große Herausforderung dar. Bei-

spielsweise gelang die Kultivierung primärer Sebozyten der Haut, die den Meibozyten ähneln, 

aus Explantatgewebe nur bis zur dritten Passage (126). Liu et al. gelang, in Vorarbeiten für 

eine immortalisierte Zelllinie humaner Meibozyten, nach Vorverdau und durch Dispersion der 

Zellen die Kultivierung einer Primärzellkultur aus Meibozyten bis zur fünften Passage (121). 

Zelldifferenzierung und Seneszenz der primären Zellen limitieren die Lebensdauer der Primär-

kultur (124). Zu der begrenzten Proliferationsfähigkeit kommt eine je nach Gewebe oft sehr 

begrenzte Menge an verfügbarem Gewebe hinzu (121). Eine nicht vermeidbare Variabilität der 

primären Zellen, abhängig von den jeweiligen Spendern, erschwert zudem direkte Vergleiche 

(124).  

Primäre Zellen können durch genetische Veränderungen in einem in vitro-Prozess, der Trans-

formierung, in langlebige, sich unbegrenzt teilende Zelllinien transformiert werden (127). Die 

Immortalisierung von Zellen und Etablierung von Zelllinien erfordert die Umgehung zellulärer 

Checkpoints und Kontrollstufen der Zellalterung. Die Methoden zu genetischen Veränderun-

gen während der Transformation adressieren im Wesentlichen zwei zelluläre Mortalitätsstufen 

(128-130). Die Mortalitätsstufe M1, die replikative Seneszenz, beinhaltet pRB- und/oder p53-

Checkpoint-Signalwege. Virale Onkogene, wie das SV40 large T-antigen, können diese um-

gehen und verleihen Zellen eine längere Lebensspanne (131, 132). Die zweite Mortalitätsstufe 

M2 unterliegt der Telomerlänge. In den meisten somatischen Zellen des Menschen ist jede 

Zellteilung mit dem Verlust von 50 bis 200 bp endständiger, nichtcodierender DNA (Telomere) 

verbunden (133). Bei Unterschreiten einer kritischen Telomerlänge ist eine weitere Zellteilung 

nicht möglich. Die Zellen verlassen den Zellzyklus und treten in das M2 Stadium, auch Zellkrise 

(„crisis“), ein und sterben ab (133). Die Infektion somatischer Zellen mit retroviraler humaner 

Telomerase reverse Transkriptase (hTERT) führt zur Aktivierung der Telomerase, einem Ri-

bonukleoprotein, und verhindert den Abbau der Telomere und die anschließende telomerab-

hängige Seneszenz (134, 135). Trotz des längeren Zellüberlebens, der leichteren Handha-

bung und der größeren Vergleichbarkeit durch einheitliche Zellen limitieren abweichende Dif-

ferenzierungen und eine Veränderung des genetischen Profils (121, 136) die Übertragbarkeit 

von Forschungserkenntnissen der Zelllinie auf die Physiologie in vivo. Primärzellen können 

daher bei der Identifizierung von in vivo entscheidenden Zelleigenschaften und möglicher Ein-

flussfaktoren auf den Zellstoffwechsel dienen. Zelllinien ermöglichen hingegen durch ihre 
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größere Verfügbarkeit, Homogenität und bessere Charakterisierung mehr experimentelle 

Möglichkeiten und eine genauere Beschreibung zellulärer Signalwege. 

2.3.2 Aktueller Forschungsstand von in vitro-Modellen zur Meibomdrüsendysfunktion 

Bisher wurden nur wenige in vitro-Modelle verschiedener Ursprungsgewebe zur Erforschung 

der MGD genutzt. Bereits 1992 erforschten Maskin et al. an einer primären Meibomdrü-

senepithelzellkultur aus Meibomdrüsen von Kaninchen das Wachstum und die Differenzierung 

der Meibomdrüsenepithelzellen in serumfreiem Medium sowie den Einfluss von EGF (epider-

mal growth factor) und FGF (fibroblast growth factor) auf die Differenzierung (137). Zum ge-

naueren Verständnis der Meibomdrüsenphysiologie und insbesondere zur Erforschung des 

Ionen- und Flüssigkeittransportes der Meibomdrüsen etablierten Dongfang et al. primäre Zell-

kultursysteme aus Gewebe von Ratten (138). Die Zellkultur nutzte Feeder-Zellen (immortali-

sierte Mäusefibroblasten) als Wachstumsunterlage und extrazelluläre Matrix, um optimale Be-

dingungen für die anspruchsvolle Kultivierung der Meibomdrüsenzellen zu schaffen (138). Die 

Proliferation wurde durch Einsatz des spezifischen ROCK-Inhibitors Y-27632 gefördert (138). 

Mittels Real-Time PCR, In-situ-Hybridisierung und Immunfluoreszenz konnte die Expression 

und Lokalisation von Natrium-, Kalium- und Chloridkanälen sowie von Cotransportern in Mei-

bomdrüsenzellen untersucht werden, die für die Sekretion und den Flüssigkeitstransport der 

Meibomdrüsenzellen von großer Bedeutung sind (138). Xu et al. etablierten 2019 eine Primär-

kultur von Meibomdrüsenepithelzellen der Maus (85). Dazu kultivierten sie entnommene Mei-

bomdrüsenepithelzellen aus Tarsusgewebe nach vorheriger Präparation und enzymatischer 

Vorbehandlung (85). Der Einfluss verschiedener Kulturmedien mit oder ohne Serum oder Azi-

thromycin und eine Stimulation mit dem pro-inflammatorischen Zytokin IL-1β wurde an der 

Primärkultur untersucht (85). In diesem in vitro-Modell zeigte sich eine Zunahme der Lipidak-

kumulation und der PPARγ-Expression unter serum- oder azithromycinhaltigen Medien (85). 

IL-1β induzierte eine  bere pression von  eratin 1 (85). Damit konnte ein wichtiger Pathome-

chanismus der MGD an der Zellkultur, die Hyperkeratinisierung von Meibomdrüsengängen, in 

vitro nachgewiesen werden. Anhand einer primären Meibomdrüsenepithelzellkultur von Ka-

ninchen analysierten Rho et al. im Jahr 2022 die Expression der Acyl-CoA-Wachs-Alkohol-

Acyltransferase 2 (AWAT2), ein für die Meibumsynthese essenzielles Enzym. Um die Kontrolle 

der AWAT2-Expression zu untersuchen, verglichen sie die Expression von AWAT2 in Mei-

bomdrüsen von Mensch und Kaninchen sowie in der Zelllinie der HMGEC und in kultivierten 

Kaninchen-Meibozyten (120). Dafür wurden Meibozytenstammzellen von Kaninchen in einem 

Proliferationsmedium (Cnt-BM.1-Basalmedium) mit verschiedenen Wachstumsfaktoren und 

dem ROCK-Inhibitor Y-27632 kultiviert und passagiert. Mittels RNA- und Proteinanalyse wurde 

die AWAT2-Expression verglichen. Die AWAT2-RNA wurde im menschlichen Gewebe sowie 

im Kaninchengewebe stark exprimiert, nahm jedoch in der primären Kaninchen-
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Meibomdrüsenepithelzellkultur deutlich ab. Für HMGECs konnte keine Expression nachge-

wiesen werden (120).  

Neben den beschriebenen Explantatkulturen wurde auch an Zelllinien zur MGD geforscht. 

Durch Integration des lentiviralen SV40-Vektors in Meibozyten von 2 Monate und 2 Jahre alten 

Mäusen immortalisierten Jester et al. murine Meibozyten (29). Das definierte Alter der Mäuse 

erlaubte Rückschlüsse auf den Einfluss des Alters auf die Lipidsynthese und die Lokalisation 

von PPARγ in Meibozyten (29). Außerdem wurden die Auswirkungen einer Stimulation mit 

dem PPARγ-Agonisten Rosiglitazon auf die Lipidsynthese, die PPARγ-Lokalisierung und die 

 nduktion von PPARγ-Reaktionsgenen an der Zelllinie untersucht (29). Daneben etablierten 

Liu et al. die bis heute einzige humanen Meibomdrüsenepithelzelllinie (HMGEC) durch Infek-

tion primärer Meibozyten mit hTERT (121). Die Zelllinie der HMGEC ist die am weitesten ver-

breitete, am ausführlichsten charakterisierte und am universellsten erforschte Zelllinie zur 

MGD.  

2.3.3 Die humane Meibomdrüsenepithelzelllinie (HMGEC) 

Bereits im Jahr 2010 etablierten Liu et al. die bis heute einzige verfügbare Zelllinie humaner 

Meibomdrüsenepithelzellen (121). Diese beruht auf Meibomdrüsenepithelzellen eines einzel-

nen Spenders, einem 58-jährigen Mann (121). Aus Überschussmaterial von Patienten nach 

einer Augenlidoperation kultivierten sie Meibomdrüsenzellen von 5 Frauen und 4 Männern im 

Alter von 32 bis 85 Jahren, um eine primäre Zellkultur als Zellreservoir für die Immortalisierung 

zu gewinnen (121). Dazu präparierten sie die Tarsi aus den Augenlidern, behandelten diese 

enzymatisch vor (mit 0,25 % Kollagenase und Dispase II), um anschließend die Einzeldrüsen 

unter einem Seziermikroskop zu isolieren (121). Die Meibomdrüsenepithelzellen wurden da-

raufhin dissoziiert und als Einzelzellen suspendiert (121). In serumfreiem Keratinozytenme-

dium wurden die Meibomdrüsenepithelzellen für 10 bis 12 Tage kultiviert und anschließend 

passagiert. Liu et al. gelang maximal eine Kultivierung der primären Meibomdrüsenepithelzel-

len bis zur 5. Passage (121). Die Immortalisierung einer humanen Meibomdrüsenepithelzellli-

nie gelang aus der ersten Passage primärer Meibomdrüsenepithelzellen eines 58-jährigen 

Mannes durch Infektion mit hTERT zur Umgehung zellulärer Checkpoints der Zellalterung 

(121). Liu et al. zeigten für humane Meibomdrüsenepithelzellen, dass eine alleinige Umgehung 

der Mortalitätsstufe M1 durch SV40 large T-antigen zu einem längeren Zellüberleben ohne 

Immortalisierung führte (121). Der gleichzeitige Einsatz von SV40 large T-antigen und hTERT 

führte zur Immortalisierung der Zellen, allerdings auch zum Auftreten von ausgeprägten Chro-

mosomenaberrationen. Meibomdrüsenepithelzellen, die allein mit hTERT infiziert wurden, be-

hielten ihre ursprüngliche Zellmorphologie und die Fähigkeit Lipide zu akkumulieren bei, zeig-

ten eine wesentlich kürzere Populationsverdopplungszeit gegenüber den primären Meibom-

drüsenzellen und behielten ihren normalen Karyotyp über 23 Passagen (121). Damit verfügt 



Literaturdiskussion 

22 

die HMGEC-Zelllinie über wichtige Eigenschaften, die sie zu einem nützlichen in vitro-For-

schungsmodell der MGD machen. Einige der bekannten Einflussfaktoren in der Pathophysio-

logie der MGD und molekulare Signalwege, wie die PPARγ-Signalübertragung, sowie Thera-

pieansätze wurden an den HMGECs untersucht. 

2.3.4 Charakterisierung und Proliferation der HMGEC 

Von großer Bedeutung für die Zelllinie der HMGECs sind die verschiedenen Kultivierungsbe-

dingungen, welche die in vivo-Differenzierung der Meibomdrüsenzellen im Rahmen der ho-

lokrinen Sekretion nachbilden. Die zuvor beschriebene Entwicklung der Meibozyten von 

proliferierenden, nicht lipidproduzierenden Basalzellen hin zu nichtproliferierenden, aber lipid-

anreichernden und differenzierten Zellen (68) können HMGECs abhängig der Kulturbedingun-

gen auch in vitro durchlaufen (121, 139). Werden die HMGECs in serumfreiem Keratinozyten 

Basalmedium (SFM) mit 5 ng/mL EGF und/oder 50 µg/ml BPE (bovine pituitary extract) kulti-

viert, zeigt sich eine ausgeprägte Proliferation der HMGECs (139). Diese von Wachstumsfak-

toren abhängigen Effekte gehen mit einer signifikant gesteigerten Expression von Genen, die 

mit dem Zellzyklus, der DNA-Replikation und den Ribosomen verbunden sind, einher (139). 

Demgegenüber steht eine Abnahme der Expression von Genen, die mit der Zelldifferenzie-

rung, dem Lipidstoffwechsel und der PPARγ-Signalübertragung in Zusammenhang stehen 

(139). Soll stattdessen die Differenzierung der Meibozyten angeregt werden, eignet sich ein 

serumhaltiges Medium aus gleichen Anteilen Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 

und Ham's F12 mit 10 % fetal bovine serum (FBS) und 10 ng/ml EGF (121, 139). Unter diesen 

Umständen wurde eine ausgeprägte Differenzierung mit gesteigerter Lipidakkumulation und 

Hochregulation von Genen zellulärer Komponenten, wie dem Golgi-Apparat, dem endoplas-

matischem Retikulum und von Lysosomen, in HMGECs beobachtet (139). Die seruminduzierte 

Differenzierung reguliert zudem die Gene des Zellzyklus und der Proliferation herunter und 

verändert die Zusammensetzung und den Fettsäuregehalt enthaltener Lipide der Meibozyten 

(26). Damit durchlaufen die HMGECs ähnliche Differenzierungsschritte wie primäre Meibom-

drüsenzellen (26). Die Lipidakkumulation und die Anreicherung der Lipidvesikel unter serum-

haltigem Medium konnte durch Lipidfärbungen, wie LipidTOX und Sudan III, visualisiert wer-

den (26, 121). Zudem ändert sich in serumhaltigem Medium die Zellmorphologie der HMGECs 

durch Ausbildung von Desmosomen und Zytokeratinfilamenten (140) sowie durch die Bildung 

von elektronenmikroskopisch sichtbaren Lamellarkörperchen, einer speziellen Art von lipid-

speichernden Lysosomen (140, 141), die allerdings für eine für eine unphysiologische Phos-

pholipiddosis sprechen.  
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2.3.5 Die Bedeutung der HMGEC als in vitro-Modell zur Erforschung der Meibomdrüsendys-

funktion  

Die Lipidproduktion und die Differenzierung der HMGECs sind von großer Bedeutung für die 

Nutzbarkeit der Zelllinie als in vitro-Modell zur Erforschung der MGD. Verschiedene Kulturpro-

tokolle wurden getestet, die darauf hinweisen, dass die Lipidproduktion und die Meibozytendif-

ferenzierung der HMGECs in vitro durch exogene Faktoren moduliert werden können. Die Au-

toren berichten über eine Zunahme der Lipidproduktion unter Serum (121, 139), eine Akkumu-

lation von kleinen lipidenthaltenden Vesikeln unter Zugabe von Omega-3- und Omega-6-Fett-

säuren (142, 143), eine Stimulation der Lipidproduktion unter Insulin (144), eine erhöhte Lip-

idanreicherung und Expression von Cholesterinestern und Triacylglycerinen unter Insulin-like 

growth factor (IGF)-1 (145) alleine und zusätzlich von einer erhöhten Phospholipidkonzentra-

tion in Kombination mit Azithromycin (146-148). Auch die Kultivierung unter hypoxischen Be-

dingungen zeigte eine Zunahme an Lipidvesikeln und deren Gehalt an neutralen Lipiden (149). 

Begleitend wurden in mRNA-Analysen Veränderungen von Genen verschiedener Signalwege, 

unter anderem des Januskinase (JAK)-Signal Transducers and Activators of Transcription 

(STAT)-Signalwegs, des mammalian target of rapamycin (mTOR), des Wnt und des PPAR-

Signalwegs festgestellt, allerdings ohne sie im Detail zu untersuchen (25, 26). Darüber hinaus 

scheint die Notch-Signalübertragung eine wichtige Rolle bei der Meibozytendifferenzierung 

und Lipidproduktion zu spielen (150).  

Trotz der Identifizierung zahlreicher exogener Faktoren, die die Regulation der HMGEC be-

einflussen, entspricht die in HMGECs nachgewiesene Lipidzusammensetzung nicht der des 

menschlichen Meibums (140, 148, 151). Eine reine Induktion der Lipidproduktion in HMGECs 

in vitro ist daher nicht als äquivalent zur Bildung von Meibum in vivo zu betrachten (23). In mit 

Serum stimulierten HMGECs konnten hauptsächlich Phospholipide (55 %), freies Cholesterin 

(29 %) und Cholesterinester (4,3 %) nachgewiesen werden, jedoch kaum Wachsester (0,4 %) 

und keine Meibom-charakteristischen ω-hydroxylierten Fettsäuren (140). Dementgegen sind 

Wachsester (30-48 %) und Cholesterinester (30-40 %) der Hauptbestandteil im Meibum, wäh-

rend Phospholipide (< 0,1 %) einen verschwindend geringen Anteil einnehmen (77). Als eine 

Ursache konnte die fehlende Expression von für die Meibum-Wachsester-Synthese essenzi-

eller Enzyme, wie die AWAT2 identifiziert werden (120). Die fehlende Expression dieser En-

zyme in immortalisierten humanen Meibomdrüsenepithelzellen (HMGEC) in Kultur bedingt die 

veränderte Lipidzusammensetzung des Meibums (120). Faktoren, die zu einer Lipidexpression 

führen, die der des humanen Meibums ähnlicher sind wurden erforscht. So veränderte die 

Behandlung mit Prostaglandinen das Lipidprofil nur gering (152). Als vielversprechend stellte 

sich eine Kultivierung mit dem PPARγ-Agonisten Rosiglitazon heraus (153). Das führte zu ei-

nem Lipidprofil der HMGECs, das dem normalen humanem Lipidprofil des Meibum ähnlicher 

ist (154). Auch der Einfluss von Sexualhormonen, die mit der Entwicklung einer MGD assoziiert 
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sind, wurde an HMGECs untersucht. Androgene wirkten sich auf über 3.000 Gene der 

HMGECs aus, darunter auch auf Wnt- und PPARγ-Signalwege (25). Schröder et al. wiesen 

mittels Western Blot Androgenrezeptoren, die Östrogenrezeptoren a und b und Progesteron-

rezeptoren in HMGECs nach (155). Die Expression dieser Sexualhormonrezeptoren wurde 

durch die Kultivierung in serumhaltigem Medium signifikant induziert (155). Eine direkte Sti-

mulation mit Sexualhormonen zeigte keine weiteren Auswirkungen auf die Proteinexpression 

der Sexualhormonrezeptoren (155). Auch eine Stimulation der HMGECs mit den MGD asso-

ziierten Sexualhormonen zeigte keinen Einfluss auf die Lipidproduktion oder die Zellmorpho-

logie (155). Nur die Zellproliferation und die Expression von Keratinisierungsgenen, wie bei-

spielsweise Hornerin und Cornulin, wurden nach der Gabe von Sexualhormonen und Kalzium 

in serumfrei kultivierten HMGECs induziert (155). Dieser Mechanismus könnte an einer MGD 

durch Hyperkeratinisierung mit folgender Obstruktion beteiligt sein (155). In neueren Studien 

konnte allerdings ein indirekter Einfluss von Androgenen auf die HMGECs beobachtet werden. 

So führt die Behandlung mit Agonisten des Androgenrezeptors über eine Aktivierung des Pro-

teinkinase A Signalwegs zu einer erh hten PPARγ-Expression, die wiederum mit einer gestei-

gerten Lipidsynthese in Verbindung steht (156).  

Die HMGECs, als in vitro-Modell der MGD, wurden bereits für einige Forschungsfragen der 

MGD verwendet. So wurden Risikofaktoren der MGD getestet und Auswirkungen bestimmter 

Medikamente beobachtet. Beispiele sind die Behandlung der HMGECs mit gebräuchlichen 

Konservierungsstoffen aus Kosmetika wie Methylparaben, Ethylparaben oder Phenoxyethanol 

(157). Diese führten, auch bei geringeren als für den Menschen zugelassenen Dosierungen, 

zu Atrophie und Zelltod der HMGECs (157). Das Medikament Terpinen-4-ol, ein potentes Mit-

tel gegen Demodex-Milben, verursachte eine dosis- und zeitabhängige Abnahme des Zell-

überlebens von HMGECs (158). Ebenso kann die Langzeitanwendung von topischen anti-

glaukomatösen Medikamenten, wie die des Karboanhydraseinhibitors Dorzolamid, zu einer 

MGD führen (159).  

Auch wenn die Zelllinie der HMGECs als in vitro-Modell der MGD bereits in verschiedenen 

Forschungsfragen erfolgreich eingesetzt wurde, spiegeln die immortalisierten HMGECs die 

Biologie von Meibomdrüsenepithelzellen in vivo nicht genau wider (155). Sowohl die von hu-

manem Meibum abweichende Lipidzusammensetzung als auch der nur geringe Einfluss von 

Sexualhormonen auf die HMGECs im Gegensatz zu den Meibomdrüsenepithelzellen in vivo, 

geben Anlass zu dieser Bewertung. Nicht zuletzt scheint die Übertragbarkeit der Ergebnisse 

auf die Allgemeinheit begrenzt, da die Etablierung der HMGEC aus einem einzelnen männli-

chen Spender erfolgte (121). 
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2.4 Einfluss von PPARγ-Agonisten auf Meibomdrüsenzellen 

Die Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) sind eine wichtige Untergruppe der 

nuklearen Hormonrezeptoren, die entscheidend an Vorgängen der Lipid- und Glukosehomöo-

stase, der Kontrolle der Zellproliferation und der Differenzierung beteiligt sind (92). Als Teil 

dieser Gruppe ist der lipidaktivierte PPARγ-Rezeptor der bedeutendste Subtyp in Adipozyten, 

Sebozyten und nimmt auch in Meibozyten eine zentrale Position in der Regulation von Genen 

der Lipidsynthese, der Zelldifferenzierung und des Zellwachstum ein (87, 93). Auch in der Ent-

wicklung und Differenzierung von Talg- sowie Meibomdrüsen spielt der PPARγ eine entschei 

dende Rolle (160). Neben den bereits beschriebenen altersabhängigen Veränderungen des 

PPARγ-Rezeptors, die zu der Entwicklung einer MGD beitragen können (24, 28), wurde der 

Einfluss verschiedener Agonisten des PPARγ-Rezeptors auf die Meibomdrüsen im Allgemei-

nen und deren Lipidsynthese im Speziellen untersucht. Als wichtigster PPARγ-Agonist etab-

lierte sich in der Forschung der synthetische Agonist Rosiglitazon aus der Gruppe der Glita-

zone, einer Antidiabetikaklasse des Typ-2-Diabetes (161). Daneben fanden auch natürliche 

Liganden Anwendung.  m  iermodell wurde der Einfluss des PPARγ-Agonisten Rosiglitazon 

an Apolipoprotein E Knockout (ApoE-/-) Mäusen, die in der klinischen Untersuchung typische 

Zeichen einer M D, wie „gland dropout“ und Abnormalitäten der Augenlider sowie eine  er 

unterregulierung der E pression von PPARγ in den Meibomdrüsenzellen aufwiesen, unter 

sucht (162). Die Behandlung mit Rosiglitazon reduzierte die aufgetretenen Veränderungen im 

Rahmen der MGD (162). An immortalisierten murinen Meibomdrüsenepithelzelllinien junger (2 

Monate) und alter (2 Jahre) Mäuse untersuchten Jester et al. den Einfluss von PPARγ auf die 

Differenzierung und die Lipidsynthese von Meibozyten (29). Die Auswirkungen einer Stimula-

tion mit Rosiglitazon wurden an einem lipidsynthetisierenden Zellklon der Meibomdrü-

senepithelzelllinie getestet (29). Dafür wurden die Meibomdrüsenzellen mit 10 μmol/l, 20 

μmol/l oder 50 μmol/l Rosiglitazon für 1 bis 7 Tage behandelt und die Einflüsse auf die Lipid-

synthese, die Lokalisierung von PPARγ-Rezeptoren im Nukleus und im Zytoplasma der Zelle 

und die E pression von  enen, die mit PPARγ-Signalwegen in Verbindung stehen, untersucht 

(29). Dabei zeigte sich unter Rosiglitazon eine signifikante zeit- und dosisabhängige Induktion 

der Lipidsynthese bis auf etwa das 10-fache der Lipidwerte im Vergleich zu den Ausgangs-

werten (29). Mittels Western Blot wurde ein signifikanter und ebenfalls dosisabhängiger An-

stieg der zytoplasmatischen E pression von PPARγ nach 7-tägiger Stimulation mit Rosiglita-

zon im Vergleich zur Kontrolle ohne Stimulation registriert (29). Zusätzlich wurden posttrans-

lational Modifizierungen in Form von Sumoylierungen der 72 kDa-PPARγ-Bande festgestellt 

(29). Bei Stimulation mit hohen Rosiglitazonkonzentrationen (50 µmol/l) zeigte sich ebenfalls 

eine erh hte E pression von  enen des Lipidstoffwechsels wie PPARγ, Adiponectin und 

ADFP (adipocyte differentiation-related protein) in der mRNA der Meibozyten (29).  
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Der Einfluss von PPARγ auf die Meibozytendifferenzierung und die Lipidsynthese wurde auch 

an HMGECs untersucht. Die Kultivierung mit Rosiglitazon für 1 bis 6 Tage in Konzentrationen 

zwischen 10-50 µmol/l induzierte den Austritt der Meibozyten aus dem Zellzyklus wie eine 

signifikante, dosisabhängige Reduktion der Ki67-Färbung, einem Marker für aktiven Zellzyk-

lus, innerhalb von 2 Tagen nach Rosiglitazonbehandlung demonstrierte (31). Zusätzlich führte 

Rosiglitazon zu einer mittels LipidTOX, Oil Red O und anderen Färbungen nachgewiesenen 

signifikant erhöhten Lipidakkumulation in HMGECs, deren Maximum unter 30 µmol/l Rosigli-

tazon auftrat (31, 163). Die Expression von mit der Meibozytendifferenzierung assoziierten 

Proteinen wie PPARγ, ADFP, ELOVL4 (elongation of very long chain fatty acids protein 4) und 

FABP4 (fatty acid-binding protein 4) wurde unter der Behandlung mit Rosiglitazon signifikant 

um das 2,6- bis 9,6-fache hochreguliert (31). Die unter Rosiglitazon aufgetretenen Verände-

rungen legen nahe, dass spezifische PPARγ-Signalwege die Lipogenese in HMGECs regulie-

ren, da in  ontrollen eine Blockierung der PPARγ-Rezeptor-Signalübertragung durch den spe-

zifischen PPARγ-Antagonisten T0070907 sowohl die Lipidsynthese als auch die Hochregula-

tion von Genen der Lipogenese und den Austritt aus dem Zellzyklus unterdrückte (31). Die 

PPARγ-abhängigen Veränderungen konnten in einer als Kontrolle verwendeten menschliche 

Hornhautepithelzelllinie (hTCEpi) nicht reproduziert werden, was auf spezifische Signalwege 

der Meibozytendifferenzierung hindeutet (31). Ein Vergleich des Transkriptoms von HMGECs 

mit oder ohne Stimulation mit 30 µmol/l Rosiglitazon für 1 bis 6 Tage zeigte für eine Vielzahl 

der etwa 58.000 in HMGECs exprimierten Gene, insbesondere für Gene die mit dem Zellzyklus 

und metabolischen Prozessen in Verbindung stehen, eine Veränderung unter Rosiglitazon 

(27). Beispielsweise wurden die Gene für die Proteine von Sequestosom-1 (SQSTM1), Angi-

opoietin-related protein 4 (ANGPTL4) und Perilipin-2 (PLIN2), das die Bildung von Lipidtröpf-

chen fördert, unter Rosiglitazon signifikant hochreguliert (27). Die Gene für Keratin 5 (CK5) 

und HHIP (hedgehog-interacting protein) waren dementgegen herunterreguliert (27). Die Er-

gebnisse des Transkriptomvergleichs legen nahe, dass neben der durch Rosiglitazon hervor-

gerufenen Aktivierung des PPARγ-Signalwegs weitere Signalwege, wie Wnt und Hedgehog, 

an der Regulation der Meibozytendifferenzierung und ihrem Stoffwechsel beteiligt sind (27).  

Die Auswirkungen natürlicher Liganden auf die PPARγ-Signalübertragung und Meibozytendif-

ferenzierung in HMGECs wurden durch die Kultivierung mit Eicosapentaensäure (EPA), einer 

Omega-3-Fettsäure, untersucht (164). In früheren Studien konnten bereits positive Effekte der 

Nahrungsergänzung mit Omega-3-Fettsäuren auf Symptome und klinische Zeichen des Tro-

ckenen Auges und einer veränderten Meibumqualität nachgewiesen werden, ohne die Mecha-

nismen dahinter zu untersuchen (165, 166). Am in vitro-Modell der HMGECs steigerte EPA, 

ähnlich dem synthetischen PPARγ-Agonist Rosiglitazon, in Meibozyten die Expression von 

Genen der Lipidsynthese (z.B. ELOVL4) (27, 164). Die Meibozytendifferenzierung wurde 

durch Verlassen der Meibozyten aus dem Zellzyklus induziert, wie eine verringerte Expression 
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des Proliferationsmarkers Ki67 und Cyclin D1 sowie eine erhöhte Expression der Zellzyklus-

regulatoren p21 und p27 bestätigte (27, 164). EPA erhöhte ebenfalls die Lipidanreicherung im 

endoplasmatischen Retikulum der HMGECs (164). Generell zeigte sich für Agonisten des 

PPARγ-Signalwegs eine Aktivierung des AMPK (AMP-activated protein kinase)/ULK1 (Unc-

51 like autophagy activating kinase)-Signalwegs und der Autophagie (164).  

Ziemanski et al. untersuchten die Auswirkungen von Rosiglitazon auf das Lipidprofil der 

HMGEC. Eine Stimulation der HMGECs mit Rosiglitazon veränderte die Sättigung der produ-

zierten Cholesterinester (153). Während in Kulturbedingungen ohne Stimulation mit Rosiglita-

zon die HMGECs ein Cholesterinesterprofil aus überwiegend einfach und mehrfach ungesät-

tigten Cholesterinester aufweisen, erhöhte die Kultivierung mit 50 µmol/l Rosiglitazon und 2 % 

FBS den Anteil gesättigter sowie einfach ungesättigter Cholesterinester und reduzierte den 

Anteil mehrfachungesättigter Cholesterinester (153). Zusätzlich stellte sich Rosiglitazon als 

selektiver Induktor der Fettsäuresynthese, insbesondere von Fettsäuren mit 16 oder 18 Koh-

lenstoffen, heraus und ist damit ein starker Modulator des Lipidprofils (154). Insgesamt ver-

schiebt Rosiglitazon das Sättigungsprofil der exprimierten Cholesterinester und das Fettsäu-

reprofil der Lipide von Zellen in vitro in Richtung des humanen Meibums in vivo (153).  

2.5 In vitro-Einsatz von Rho-Kinase Inhibitoren in Zellkulturen 

Die Rho-Kinase (ROCK) gehört zu einer Familie von Serin/Threonin-Kinasen, die durch Inter-

aktion mit Rho-GTPasen aktiviert werden (167, 168). ROCK ist an einer Vielzahl basaler Zell-

funktionen, wie Adhäsion, Migration, Proliferation und der Regulation der Apoptose beteiligt 

(167-169). Die Hemmung der Rho/ROCK-Signalübertragung und der nachgeschalteten Wege 

durch den selektiven ROCK-Inhibitor Y-27632 zeigte Auswirkungen auf verschiedene zelluläre 

Funktionen, darunter die Zelladhäsion, die Zellproliferation, die Zellmotilität und eine antiapo-

ptotische Wirkung (169, 170). In der Kultivierung von humanen wie auch Hornhautendothel-

zellen von Cynomolgus Affen erhöhte die Zugabe des ROCK-Inhibitors Y-27632 die Zahl der 

lebensfähigen kultivierten Hornhautendothelzellen in vitro und reduzierte die Zahl apoptoti-

scher Zellen nach 24 Stunden in Kultur (171-173). Zudem erwies sich der Gebrauch des 

ROCK-Inhibitors Y-27632 in der Kultivierung von humanen embryonalen Stammzellen als vor-

teilhaft (174). Er verbesserte das Überleben von humanen embryonalen Stammzellen nach 

Zelldissoziation, erhöhte die Klonierungseffizienz und erleichterte Manipulationen wie die Sub-

klonierung primärer Zellkulturen (174). Insbesondere für die Kombination des ROCK-Inhibitors 

Y-27632 mit Feeder-Zellen in Epithelzellkulturen konnte gezeigt werden, dass sie ohne exo-

gene virale oder zelluläre Gentransduktion die terminale Differenzierung von Zellen in Kultur 

hemmen und die zelluläre Proliferation und Passage in vitro erhöhen kann. Diese Kombination 

wurde beispielsweise für Zellkulturen der Prostata, der Brust oder der Atemwege aber auch 

für die von Dongfang et al. etablierte primäre Meibomdrüsenepithelzellkultur der Ratte 
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angewandt (138, 175-177). Auch in der Kultivierung von HMGEC und Kaninchen-Meibomdrü-

senzellkulturen kam bereits der Rock-Inhibitor zum Einsatz (120). Unter anderem konnte durch 

Entfernen des Rock-Inhibitors und Zugabe weiterer Stimulantien eine Differenzierung von Mei-

bozyten-Vorläuferzellen zu reifen Meibozyten bewirkt werden (120). Die Ergebnisse zeigten, 

dass der selektive ROCK-Inhibitor Y-27632 das Potential hat, günstig auf die Kultivierung und 

das Überleben von Zellen in vitro einzuwirken.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

Gebrauchswaren und Geräte 

 

Thermo Multiskan Ascent Mikrotiter-

plattenphotometer mit ascent soft-

ware 2.6 (Software) 

 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

 

Brutschrank: CO2 Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

Eppendorf Reaktionsgefäße: 

Eppendorf Safe-Lock Tubes, PCR 

clean, ambra (Lichtschutz): 5 ml 

Eppendorf Safe-Lock Tubes: 0,5 ml, 

1,5 ml, 2 ml 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 

 

Sterilbank s@feflow BioAir S.p.A., Pero, Italien 

Wasserbad WBT-Serie 12 Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zählkammer Neubauer improved Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kö-

nigshofen, Deutschland 

Mikrotitierplatten 6-Well Plate, Nun-

clon Delta Surface 

 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

Falkon-Tubes CELLSTAR® 15 ml, 

50 ml 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Abzug 

 

ARGE Labor- und Objekteinrichtungen GmbH, 

Wathlingen, Deutschland 

Deckgläschen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Objektträger Diagonal GmbH & Co. KG, Münster, Deutsch-

land 
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Filter Whatman 595 1/2 GE Healthcare UK Limited, Buckinghamshire, 

Vereinigtes Königreich 

UV-Desinfektionslampe 

 

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland 

Präzisionswaage 

 

Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland 

Cell Lifter costar® 3008 

 

Corning Inc., Corning, New York, USA 

Heizblock ThermoMixer® C 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Corning™ LSE™ digitales Trocken-

badheizgerät 

Corning Inc., Corning, New York, USA 

Vakuumkonzentrator RVC 2-18 

Christ 

Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, 

Osterode am Harz, Deutschland 

Spektralphotometer NanoDrop™ 

2000/2000c mit NanoDrop 

2000/2000c Operating Software, ver-

sion 1.6 (Software) 

ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachu-

setts, USA 

Real-time PCR System LightCycler® 

480 System Light Cycler 480 soft-

ware release 1.5.0 SP4 (Sofware) 

Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz 

PCR-Platten für Roche® LightCyc-

ler® 480 

Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

Thermocycler Biometra Trio Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland 

Elektrophoresekammer horizontal 

mit Gleitschlitten 

VWR International (Peqlab); Radnor, Pennsyl-

vania, USA 

Geldokumentationssystem/Dunkel-

haube DH-50 mit CCD-Kamera Ge-

rix 1000 

 

Biostep GmbH, Burkhardtsdorf, Germany 
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Mikroskope 

 

Inverses Mikroskop Leica Type 090-

135.002 

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Mikroskop Nikon Eclipse TS100 mit 

NIS-Elements Version 4.30 (Soft-

ware) 

 

Nikon Corporation, Chiyoda, Tokio, Japan 

Pipetten und Pipettenspitzen 

 

Pipetten 10 μl, 100 μl, 1.000 μl 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipetus®-akku Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, 

Eberstadt, Deutschland 

Pipetten, serologisch: 5 ml, 10 ml, 25 

ml 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, 

Deutschland 

Pipettenspitzen epT.I.P.S.® Stan-

dard 2-200 μl, 50-1.000 μl, 0,1-10 μl 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Schüttlergeräte 

 

Schüttlergerät Vortex-Genie® 2 Scientific Industries,Bohemia, New York, USA 

Zentrifugen 

 

Eppendorf Centrifuge 5810 R 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Kühlzentrifuge 5417 R 

 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Kühlschränke und Gefriergeräte 

 

Liebherr Premium Laborgefriergerät 

-20 °C 

Liebherr-Hausgeräte GmbH, Ochsenhausen, 

Deutschland 

Liebherr Premium Laborkühlgerät 

4 °C 

Liebherr-Hausgeräte GmbH, Ochsenhausen, 

Deutschland 

Thermo Scientific Tiefkühlschrank 

Heraeus -80 °C 

 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  
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Chemikalien, Enzyme und Verbrauchslösungen 

10x Rnase free Puffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

Accutase solution® (in DPBS without 

Ca2+ or Mg2+)  

Innovative Cell Technologies, Inc., San Diego, 

CA, USA 

Aquatex® 

 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

DEPC behandeltes Wasser Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland 

DNA Gel Loading Dye (6X) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

DNase I, RNase-free (1 U/µL)  

   EC-Nummer: 3.1.21.1 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

dNTP-Mix (20 mM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

Ethanol (99,8 %) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain Biotium, Hayward (Kalifornien), USA 

Hämalaunlösung sauer nach Mayer Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Hämatoxylin 

 

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland 

Low Range DNA-Leiter, peqGOLD, 

80-1031 bp 

 

VWR International; Radnor, Pennsylvania, 

USA 

Oil Red O Solution 

   EC-Nummer: 200-661-7 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Oligo(dT)18 Primer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

peqGOLD TriFast VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Primer (DNA Oligos) metabion international AG, Planegg, Deutsch-

land 
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Resazurin (Diazoresorcinol)  

   EC-Nummer 263-718-5 

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

RevertAid H Minus Reverse Tran-

scriptase (200 U/µL) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

Rho-Kinases Inhibitor Y-27632 dihy-

drochloride 

Bio-Techne AG, Minneapolis, USA 

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/µL) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

RNaseOUT™ Recombinant Ribonu-

clease Inhibitor  

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham, MA USA  

RNaseZap™ RNase Decontamina-

tion Solution 

 

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham, MA USA  

Rosiglitazone 

   CAS-Nummer: 122320-73-4 

 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

ROTI®Histofix 4 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Stopsolution (EDTA) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

Sudan III  

   EC-Nummer: 201-638-4 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Taq DNA Polymerase, recombinant 

(5 U/µL) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

Trichlormethan/Chloroform 

   CAS-Nummer: 67-66-3 

 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Medien und Zusätze 

 

DMEM/ Ham´s F-12 (1:1) 

 

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

CnT-BM.1/ CnT-57 CELLnTEC Advanced Cell Systems AG, Bern, 

Switzerland 

Penicillin (5.000 U/ml)-Streptomycin 

(5 mg/ml) Solution  

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Gibco™ Keratinozyten-SFM Medium 

mit EGF und BPE  

Fisherscientific, Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham, MA USA  

Choleratoxin aus Vibrio cholerae 

   CAS-Nummer: 9012-63-9 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Hydrocortison  

   EC-Nummer: 200-020-1 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Epidermal growth factor (EGF)  

   CAS-Nummer: 62253-63-8 

 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  

   EC-Nummer: 200-664-3 

 

Sigma-Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, 

Deutschland 

Gibco™ Fötales Kälberserum, quali-

fiziert, Hitzeinaktiviert (fetal bovine 

Serum FBS) 

 

fisherscientific; Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham, MA USA  

Gibco™ Insulin-Transferrin-Sele-

nium (ITS -G) (100X) 

 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA  

Pen/Strep-PreMix CELLPURE® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

3.2.1.1  Ursprung des Gewebematerials  

Das verwendete Gewebematerial zum Aufbau der Meibomdrüsenzellkultur stammt aus zwei 

Quellen. Überwiegend wurde Überschussmaterial, das im Rahmen der lateralen Zügelplastik 

von Patienten der Augenklinik der Universitätsmedizin Mainz anfiel, verwendet. Daneben wur-

den Meibomdrüsen aus Tarsi von Körperspendern des Instituts für funktionelle und klinische 

Anatomie der Johannes Gutenberg-Universität Mainz kultiviert. 

3.2.1.2  Probengewinnung aus Überschussgewebe der lateralen Zügelplastik 

Die verwendeten Meibomdrüsen, die Konjunktiva und das Bindegewebe stammen aus Tarsus-

gewebe von Patienten der Augenklinik der Universitätsmedizin Mainz. Es wurde ausschließlich 

Überschussmaterial von Patienten verwendet, die mit der Übereignung und wissenschaftlicher 

Nutzung von Überschussmaterial nach § 14 Nr. 3 AVB einverstanden waren. Die im Rahmen 

der lateralen Zügelplastik vom Patienten gewonnen Tarsusstücke wurden intraoperativ direkt 

nach der Entnahme in Eppendorf Reaktionsgefäße mit Kulturmedium (Tabelle 2) überführt und 

bei Raumtemperatur zwischengelagert. Anschließend erfolgte die Präparation des Tarsus. 

Tabelle 2 Kulturmedium für Gewebeverwahrung 

DMEM  AM’s F-12 1:1 

10 % FKS 

10 ml/l Streptomycin/Penicillin 

 

3.2.1.3  Probengewinnung aus Tarsi von Körperspendern  

Die Probengewinnung aus Tarsi von Körperspendern erfolgte in Zusammenarbeit mit dem 

Institut für funktionelle und klinische Anatomie der Johannes Gutenberg-Universität Mainz. Der 

Tarsus wurde von Körperspendern, die sich für Aufgaben der Wissenschaft zur Verfügung 

stellten, entnommen. Ein zustimmendes Votum der Ethik-Kommission der Landesärztekam-

mer Rheinland-Pfalz zur Gewebeentnahme liegt vor (Antragsnummer: 2020-15446_1). Die 

Entnahme der Tarsi erfolgte in den Räumlichkeiten des Instituts für funktionelle und klinische 

Anatomie an der Johannes Gutenberg-Universität Mainz. Durch doppeltes Ektropionieren wird 

der Tarsus zugänglich und ermöglicht die makroskopische Begutachtung des Zustands der 

Meibomdrüsen und ihrer Ausführungsgänge. Die Meibomdrüsen sind als gelblich-weiße Strän-

ge erkennbar, die der Ausdehnung des Tarsus von Ober- und Unterlid folgen. Anschließend 
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wird mit Hilfe eines Skalpells der Tarsus an der Lidkante abgesetzt und mit chirurgischer 

Schere vom restlichen Lid getrennt. Die entnommenen Tarsi wurden in ein 50 ml Falcon mit 

Kulturmedium (Tabelle 2) überführt und in der Augenklinik der Universitätsmedizin Mainz prä-

pariert. 

 

Abbildung 5 Oberlidtarsi eines Spenders 

Der Maßbalken entspricht 1 cm.  

3.2.1.4  Präparation der Gewebeproben 

Die Präparation der Gewebe erfolgte unter einem ophthalmologisches Operationsmikroskop. 

Dabei wurden die Meibomdrüsen von der Konjunktiva und von den muskulären und bindege-

webshaltigen Anteilen getrennt. Die Konjunktiva sowie muskuläre und bindegewebige Anteile 

wurden für die molekularbiologische Analyse in Eppendorf Reaktionsgefäßen überführt und 

bei -80 °C im Tiefkühlschrank aufbewahrt. Die gewonnenen Meibomdrüsenstücke wurden für 

die Etablierung der Zellkultur verwendet. 

 

Abbildung 6  Präparation eines Tarsusstückes 

Die Bindehaut wurde abpräpariert und nach links zur Seite geklappt, sodass die Meibomdrü-

sen deutlich als gelbliche Stränge sichtbar sind. Der Maßbalken entspricht 0,2 cm. 
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3.2.1.5  Kulturbedingungen 

Für die Kultivierung der Meibomdrüsenzellen ist ein Zerkleinern der Meibomdrüsenstücke auf 

circa 1 mm in jede Raumrichtung mit einem Skalpell, zur Vergrößerung der Oberfläche, vor-

teilhaft. Die kleinen Stücke werden gleichmäßig auf 6-Well-Mikrotiterplatten verteilt. Zur bes-

seren Adhärenz der Meibomdrüsenstücke am Boden werden sie mit einem Deckgläschen be-

schwert und anschließend in 3 ml Kulturmedium (Tabelle 3) zum Auswachsen in Kultur ge-

nommen. Die Mediumzusammensetzung für die Kultivierung von Explantatkulturen unter-

scheidet sich zwischen den Laboren. Ein wachstumsfaktorenthaltendes Medium mit EGF, 

FBS, Choleratoxin und Antibiose findet neben der Kultivierung von Meibomdrüsenepithelzellen 

in vielen weiteren Zellkulturprotokollen Anwendung und dient insbesondere der Aufrechterhal-

tung der Proliferation und der Differenzierung der Zellen (26, 121, 139, 178).  

Tabelle 3 Kulturmedium zum Auswachsen der Meibomdrüsenzellen (Auswachsmedium) 

Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium Nährmedium F-12 Ham (DMEM/ Ham´s F-12 (1:1)) mit 
1,05 mM Calcium  

30 ng/ml Choleratoxin 

2 ng/ml epidermal growth factor (EGF) 

0,5 % Dimethylsulfoxid (DMSO) 

0,5 µg/ml Hydrocortison 

10 % fötales Kälberserum (FBS) hitzeinaktiviert 

1 % Insulin-Transferrin-Selenium (100X) 

1 % Pen/Strep 

 

In regelmäßigen Abständen von 3 Tagen erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der Meibom-

drüsenstücke. Dabei wurden das Auswachsen und die Proliferation der Meibomdrüsenzellen 

aus den Meibomdrüsenstücken beobachtet. In Abhängigkeit des mikroskopischen Befundes 

der ausgewachsenen Meibomdrüsenzellen erfolgte ein Mediumwechsel auf das Proliferations-

medium (Tabelle 4) nach 5 bis 9 Tagen. Das verwendete Proliferationsmedium CnT-BM.1 mit 

Supplement CnT-57 (CnT-BM.1/CnT-57) ist speziell für die Isolierung und Proliferation von 

Epithelzellen aus Haut, Hornhaut und Gingiva bestimmt. Laut Hersteller enthält es eine nied-

rige Konzentration an BPE, verschiedene Aminosäuren, Mineralien und Spurenelemente, wie 

Selen, Mangan und Zink, Vitamine, Glukose, Pyruvat und Puffer. Zusätzlich sind Wachstums-

faktoren und Kofaktoren, darunter Insulin, Hydrocortison, EGF und FGF enthalten. Eine ähnli-

che Mediumzusammensetzung verwendeten Rho et al. bei der Kultivierung von Meibomdrü-

senvorläuferzellen von Kaninchen (120). Im Proliferationsmedium wurde die Zellkultur so 
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lange weiter kultiviert, bis sich ein dichter Zellrasen gebildet hat. Abhängig der Dichte des Zell-

rasens erfolgten Kulturmedienwechsel zwischen 3 bis 4 Tagen. 

Tabelle 4 Kulturmedium zur Proliferation (Proliferationsmedium) 

 

Die Meibomdrüsen wurden unter standardisierten Bedingungen in einem Brutschrank bei  

36,6 °C und 2,9 % CO2 in 6-Well-Mikrotiterplatten kultiviert. Das Arbeiten mit der Zellkultur 

erfolgte unter sterilen Bedingungen an einer Sterilwerkbank mit vertikalem Luftabzug. Verwen-

dete Geräte und Materialien wurden vor Gebrauch mit 96-prozentigem Ethanol desinfiziert. 

Die Oberfläche der Sterilwerkbank wurde mit einer UV-Desinfektionslampe für eine virenfreie 

Oberfläche beleuchtet. Alle Kulturmedien lagerten bei 4 °C im Kühlschrank und wurden vor 

Anwendung im Wasserbad auf etwa 37 °C erwärmt. 

3.2.1.6  Passagieren 

Vor der Passage werden die Zellkulturen für 2 Stunden mit dem spezifischen ROCK-Inhibitor 

Y-27632 inkubiert. Es folgt die Entnahme des Kulturmediums. Anschließend werden die Zellen 

mit 1 bis 2 ml PBS (phosphate-buffered saline) gewaschen, um abgestorbene Zellreste zu 

entfernen. Das Ablösen der Zellen von der Kunststofffläche der Mikrotiterplatte erfolgt durch 

Zugabe von 500 µl Accutase pro Well und darauffolgendem inkubieren der Zellen für 10 Minu-

ten im Inkubator bei 37 °C. Die Kontrolle der Zellablösung erfolgt mikroskopisch. Bei nicht 

vollständigem Ablösen kann die Inkubationszeit etwas verlängert werden. Die Zugabe von 1 

ml Kulturmedium (CnT-BM.1/CnT-57) pro 500 µl Accutase stoppt den Zellverdau. Die gewon-

nene Suspension wird für 5 Minuten bei 1.000 rpm zentrifugiert. Die Überstände werden ver-

worfen, das gewonnene Zellpellet abhängig der Größe in 1 bis 4 ml Kulturmedium (CnT-BM.1) 

resuspendiert. Davon werden 10 µl unverdünnte Zellsuspension mithilfe der Neubauer-Zähl-

kammer quantifiziert. Anschließend werden 30.000 Zellen pro Well auf neue 6-Well-Mikrotiter-

platten verteilt und kultiviert.  

3.2.1.7  Bestimmung der Zellzahl 

Um die Zellkulturen unter gleichen Bedingungen zu kultivieren, ist eine Bestimmung der Zell-

zahl beim Passagieren notwendig. Die Zellzahl wird dafür mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer 

bestimmt, wobei folgende Formel im Allgemeinen zur Berechnung gilt (179): 

Anzahl Zellen

ausgezählte Fläche (mm2) ×  ammertiefe (mm) × Verdünnung
 = Zellen pro 1 µl  

CnT-BM.1 (CnT Basal Medium 1) 

Supplement CnT-57 
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Die Neubauer-Zählkammer wird mit 10 µl der Probe entnommener unverdünnter Zellsuspen-

sion beschickt. Es werden vier Quadrate je 1 mm2 bei einer Kammertiefer von 0,1 mm ausge-

zählt. Die ermittelte Anzahl wird mit dem Faktor 103 multipliziert, um zur tatsächlichen Zellzahl 

pro ml zu gelangen. Vereinfachend ergibt sich:  

Anzahl Zellen

4 
 × 10

4
 = Zellen pro 1 ml 

3.2.2 Inhibierungsaktivität und Resazurin Assay 

Der Einfluss des ROCK-Inhibitors Y-27632 auf die Zellproliferation und Stoffwechselaktivität 

der Meibomdrüsenzellkultur wurde mittels Resazurin Assay untersucht. Der Vergleich erfolgte 

an zwei Kultivierungsschemata der Meibomdrüsenepithelzellkulturen. Nach dem Splitten der 

Zellen wurde eine Zellgeneration in einen Ansatz mit Inhibitor (A) und eine Kontrollreihe (B) 

aufgeteilt. Beide Zellreihen wurden für 2 Stunden vor Passage mit 10 µmol/l ROCK-Inhibitor 

kultiviert. Zellreihe A wurde mit ROCK-Inhibitor weiterkultiviert, Zellreihe B ohne ROCK-Inhi-

bitor. Jeweils an Tag 3 und 5 nach Passage erfolgte ein Vergleich der Zellaktivität mittels 

Resazurin Assay.  

Tabelle 5 Kultivierungsschema der Meibomdrüsenzellen mit ROCK-Inhibitor  

Zellreihe Dauer Kultivierungsschema 

A: ROCK-Inhibitor 72 h CnT-BM.1/CnT-57 mit 10 µmol/l ROCK-Inhibitor  

B: Kontrollreihe 72 h Kontrolle in CnT-BM.1/CnT-57 

A: ROCK-Inhibitor 120 h CnT-BM.1/CnT-57 mit 10 µmol/l ROCK-Inhibitor 

B: Kontrollreihe 120 h Kontrolle in CnT-BM.1/CnT-57 

 

Das Resazurin Assay dient der photometrischen oder fluorometrischen Messung der Stoff-

wechselaktivität lebender Zellen. Das blaue, nicht fluoreszierende Resazurin (7-hydroxy-10-

oxidophenoxazin-10-ium-3-one) wird durch von stoffwechselaktiven Zellen in der Atmungs-

kette gebildetem NADH(P)H+H+ zu dem fluoreszierenden Resorufin (7-hydroxyphenoxazin-3-

one) (Exzitation/Emission von 530-560 nm / 590 nm) reduziert. Dabei ändert sich auch das 

Absorptionsmaximum (Resazurin 605 nm; Resorufin bei 573 nm). Die Reduktion von Resazu-

rin zu Resorufin erfolgt ausschließlich in vitalen Zellen und ist in der Menge des produzierten 

Resorufin proportional zur Anzahl der lebensfähigen Zellen in der Probe.  

Das linear zur Zellaktivität gebildete Resorufin kann sowohl mittels Fluoreszenz oder Absorp-

tion gemessen werden. Die Messung erfolgte aufgrund größerer Linearität, Robustheit sowie 
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Empfindlichkeit (180) im Fluoreszenzmodus durch Bestimmung der relativen Fluoreszenzein-

heiten (RFU) mit einem Fluorometer (Exzitation/Emission von 530-560 nm / 590 nm). 

Die Herstellung der Resazurinlösung erfolgt durch Lösen von Resazurin in PBS (0,15 mg 

Resazurin / 1 ml PBS) und anschließende Filtrierung. Nach mikroskopischer Kontrolle der Zel-

len bezüglich Zelldichte, Morphologie und eventueller Kontamination wird pro 1 ml Medium 

100 µl Resazurinlösung hinzugefügt, durch Schwenken mit dem Medium vermischt und für 

50 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend erfolgt die Fluoreszenzmessung (Exzitation: 540 

nm / Emission: 590 nm) am Mikrotiterplatten-Lesegerät (Thermo Multiskan Ascent Mikrotiter-

plattenphotometer). Das gefärbte Kulturmedium wird abgesaugt und die Zellen mehrmals mit 

3 ml PBS je Well gewaschen, bis keine blauen Resazurinrückstände mehr im Well verbleiben. 

Anschließend werden die Zellkulturen weiter kultiviert. 

3.2.3 Stimulation mit PPARγ-Agonisten (Rosiglitazon) 

Der pleiotrope Einfluss des PPARγ-Agonisten Rosiglitazon auf die basalen Meibomdrüsenzel-

len einer primären Meibomdrüsenepithelzellkultur wurde untersucht. Die basalen Meibomdrü-

senzellen einer Auswachskultur wurden dafür in 6-Well-Mikrotiterplatten mit Proliferationsme-

dium CnT-BM.1/CnT-57 und 30 µmol/l Rosiglitazon für 72 Stunden inkubiert. Die Kontroll-

gruppe wurde für identische Dauer ausschließlich in Proliferationsmedium CnT-BM.1/CnT-57 

kultiviert. Die stimulierten Meibomdrüsenzellen wurden mit der Kontrolle sowohl hinsichtlich 

ihrer Lipidproduktion mithilfe der Lipidfärbungen (siehe Kapitel 3.2.11) als auch hinsichtlich 

ihrer Genexpression durch RNA-Isolierung (siehe Kapitel 3.2.4) verglichen. 

Tabelle 6 Kultivierungsschema der Kontrollgruppe und der Stimulationsgruppe mit Rosigli-

tazon 

 Kultivierungsdauer Kultivierungsbedingungen 

Kontrolle 72 h CnT-BM.1/CnT-57 

Rosiglitazon 72 h CnT-BM.1/CnT-57 + 30 µmol/l Rosiglitazon 

 

3.2.4 RNA-Isolierung  

3.2.4.1 RNA-Isolierung aus Gewebe 

Nach Zerkleinerung und Lyse der tiefgefrorenen Gewebeproben (-80 °C) erfolgte die RNA-

Isolierung und Reinigung mit Hilfe einer RNA bindenden Säule (RNeasy spin-column) nach 

dem Protokoll des Herstellers (Qiagen; RNeasy Mini kit). Dabei bindet die RNA an eine RNA-

bindende Membran in der Spin-Column und kann zum Schluss in 30 μl DEPC-Wasser (mit 

Diethylpyrocarbonat deionisiertes Wasser) gelöst werden. 
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3.2.4.2 RNA-Isolierung aus Zellen 

Die RNA-Isolierung erfolgt in drei aufeinanderfolgenden Schritten. Zuerst erfolgt die Zelllyse 

der adhärenten Zellen mittels TriFast, gefolgt von der RNA-Extraktion durch Phasenseperation 

in eine wässrige und eine organische Phase. Abschließend erfolgt die Aufreinigung der RNA.  

Zur Zelllyse wird das Kulturmedium aus der 6-Well-Mikrotiterplatte abgesaugt. 500 µl TriFast 

werden pro Well hinzugegeben und bei Raumtemperatur 5 Minuten inkubiert, um die am Bo-

den der 6-Well-Mikrotiterplatte adhärenten Meibomdrüsenzellen zu lösen. Mithilfe eines Spa-

tels werden zusätzlich mechanisch verbleibende Zellen gelöst. Die Suspension wird anschlie-

ßend mit einer 1.000 µl Pipette in ein 2,0 ml Eppendorf Reaktionsgefäß transferiert. Für die 

RNA-Extraktion werden unter der Abzugshaube 100 µl Chloroform pro 500 µl TriFast in das 

Eppendorf Reaktionsgefäß hinzugefügt und durch vortexen so lange gemischt, bis eine milchig 

trübe Suspension entsteht. Anschließend erfolgt eine Inkubation für 3 bis 5 Minuten bei Raum-

temperatur. Die Probe wird bei 4 °C 15 Minuten bei 10.000 rpm in der Kühlzentrifuge (Eppen-

dorf Centrifuge 5810 R) zentrifugiert. Dabei wird die Suspension in 3 Phasen separiert. Eine 

obere, wässrige, klare Phase, eine mittlere, trübe Zwischenphase und eine untere, pinke, or-

ganische Phase (Phenol/Chloroform). Dabei macht die klare, obere, wässrige Phase etwa 60 

% des eingesetzten TriFast Volumens aus. Diese wird vorsichtig, ohne die Phasen zu vermi-

schen, mit einer Micropipette in ein neues RNase-freies 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. An-

schließend wird ein äquivalentes Volumen Isopropylalkohol in jedes Reaktionsgefäß hinzuge-

fügt und für 20 bis 40 Minuten bei -20 °C inkubiert. Durch Zentrifugieren (10 min, 10.000 rpm, 

4 °C) ergibt sich ein Überstand, der abgekippt wird. Das verbleibende Pellet wird in 52 µl 

DEPC-Wasser aufgenommen. 

3.2.5 DNase-Verdau 

Um eine Kontamination mit genomischer DNA zu verhindern, wird die isolierte RNA-Probe 

mittels 8 µl Mastermix, der RNase-freier DNase I (Thermo Scientific™) beinhaltet, verdaut. 

Tabelle 7 Mastermix zum DNase-Verdau 

Volumen Reagenz 

1 µl DNase I, RNase-free (1 U/µL) 

6 µl 10x Reaktionspuffer, RNase-free 

1 µl RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor 

8 µl Mastermix 
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Der DNA-Verdau erfolgt für 30 Minuten bei 37 °C. Durch die Zugabe von 6 µl DNase-Stop 

Solution (50 mM EDTA) und Inkubation bei 65 °C im Trockenbadheizgerät wird die Enzymak-

tivität gestoppt und der DNase-Verdau beendet. Anschließend erfolgt die RNA-Fällung aus 

dem Reaktionsgemisch durch Zugabe von 6 μl Natrium-Azetat-Lösung (3 M) und 200 μl  sop 

ropanol und Inkubation bei -20 °C über Nacht. Durch Zentrifugieren (30 min, 10.000 rpm) ent-

steht ein Überstand, der abgekippt wird. Das Pellet wird zweimal in 1 ml Ethanol (75 %) / 

DEPC-Wasser-Gemisch gelöst und zentrifugiert (5 min, 10.000 rpm, 4 °C). Nach Abkippen 

des Überstandes wird das verbleibende Pellet im Vakuumkonzentrator (Christ RVC 2-18) für 

5 Minuten getrocknet, um darauffolgend in 20 µl DEPC-Wasser aufgenommen und bei 75 °C 

für 5 Minuten gelöst zu werden. 

3.2.6 RNA-Konzentrationsbestimmung 

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die Extinktion im Photometer (Spektralphoto-

meter NanoDrop™ 2000c) an 1 µl unverdünnte Probe bei 260 nm gemessen. Dabei gilt, je 

höher die RNA-Konzentration in der Probe, desto höher die gemessene Extinktion. Das Ab-

sorptionsmaximum von RNA liegt bei einer Wellenlänge von 260 nm, während das Absorpti-

onsmaximum vieler Proteine dagegen bei 280 nm liegt. Das Verhältnis der Absorption bei 260 

nm zu 280 nm wird verwendet, um die Reinheit von RNA zu beurteilen. Ein Quotient (A260/ 

A280) von ~ 2,0 wird allgemein als rein für RNA angesehen. 

3.2.7 cDNA-Synthese (Reverse Transkription) 

Die Synthese komplementärer DNA beruht auf der Reaktion der reversen Transkriptase, bei 

der die gewonnene RNA in DNA umgeschrieben wird. mRNA besteht ausschließlich aus co-

dierenden Basenabschnitten (Exons), weshalb die bei der Reversen Transkription syntheti-

sierte DNA als codierende DNA, cDNA, bezeichnet wird. Die Herstellung der cDNA erfolgt aus 

2 µg DNase verdauter RNA in verschiedenen Zyklen (Tabelle 8). Das entsprechende Volumen, 

abhängig von der RNA-Konzentration der jeweiligen Probe, wird mit Reinstwasser (DEPC) auf 

ein Gesamtvolumen von 12 µl pipettiert. Anschließend wird 1 µl an Oligo(dT)18 Primer hinzu-

gefügt. Nach Durchführung des ersten Schrittes des Reverse Transkriptase Protokolls (RT-

Protokoll) im Thermocycler (Biometra Trio) erfolgt die Zugabe von 7 µl Mastermix zum Reak-

tionsansatz, bevor das RT-Protokoll fortgeführt wird. Das in Tabelle 9 dargestellte Pipettier-

schema dient der Herstellung von Mastermix zur cDNA-Synthese. 
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Tabelle 8 Zyklen des Reverse Transkriptase Protokolls im Thermocycler (Biometra Trio) 

2 µg RNA und DEPC im Gesamtvolumen von 12 µl mit 1 µl Oligo(dT)18 Primer 

5 min 65 °C 

Hinzufügen von 7µl Mastermix 

60 min 42 °C 

10 min 70 °C 

Programm Ende   ∞ 4 °C 

 

Tabelle 9 Mastermix zur cDNA-Synthese 

Volumen Reagenz 

4 µl 5x Reaktionspuffer für Reverse Transkriptase 

2 µl dNTP Mix 

0,5 µl RiboLock RNase Inhibitor (40 U/µL) 

0,5 µl RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (200 U/µL) 

 

3.2.8 Polymerasekettenreaktion der Housekeeping Gene 

Zur Kontrolle der erfolgreichen RNA-Isolierung und cDNA-Synthese erfolgt eine Polymerase-

kettenreaktion (PCR) eines ubiquitär exprimierten Housekeeping Gens.  

Tabelle 10 Primersequenzen β-Aktin human 

Fwd-Primer GAT CCT CAC CGA GCG CGG CTA CA 

Rev-Primer GCG GAT GTC CAC GTC ACA CTT CA 
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Tabelle 11 Reaktionsschritte der PCR 

Zeit Temperatur  

5 min 95 °C  

30 s 95 °C Denaturierung 

 

 

20 s 60 °C Annealing 30 Zyklen 

15 s 72 °C Elongation  

5 min 72 °C  

 

3.2.9 Agarose-Gelelektrophorese 

Für die Agarose-Gelelektrophorese werden 1,5 % Agarosegele verwendet. Zur Herstellung 

werden 0,75 mg Agarose in 50 ml 1x TBE-Puffer in einem Erlenmeyerkolben gelöst und in der 

Mikrowelle für etwa 2 Minuten bei 800 Watt erhitzt, bis sich eine klare Flüssigkeit gebildet hat. 

Nach kurzem Abkühlen werden 5 µl GelRed® Fluoreszenzfarbstoff zum Färben von Nuclein-

säuren hinzu pipettiert, bevor die Gele gegossen werden. GelRed® interkaliert in doppelsträn-

gigen Nukleinsäuren und sendet unter UV-Licht ein Fluoreszenzsignal aus, welches der De-

tektion der DNA-Fragmente dient. Als DNA-Größenstandard kommt ein DNA-Marker (Low 

Range DNA-Leiter, peqGOLD) im Bereich von 80-1031 bp zum Einsatz. Jeweils 25 µl einer 

Probe (24 µl PCR-Ansatz + 1 µl cDNA) sowie einer Negativkontrolle werden mit 5 µl 6x Loading 

Dye aufgetragen und bei 100 V für 45 Minuten nach ihrer Größe aufgetrennt. Die Geldoku-

mentation erfolgt unter einer Dunkelhaube. Die erwartete Bandengröße des untersuchten 

Housekeeping Gens (β-Aktin) liegt bei 298 bp. 

3.2.10 Real-Time Polymerasekettenreaktion an cDNA (RT-PCR) 

Die Real-Time PCR ist ein Verfahren, das gleichzeitig dem Nachweis und der Quantifizierung 

von spezifischen Nukleinsäuresequenzen dient. Mittels RT-PCR kann die Anzahl der cDNA-

Transkripte in einer unbekannten Probe ermittelt werden und damit auf die Expression des 

Zielgens in der untersuchten Probe rückgeschlossen werden. Die Quantifizierung der cDNA 

erfolgt mit einer farbstoffbasierten Real-Time PCR Methode. In Echtzeit wird die Fluoreszenz 

eines spezifisch an doppelsträngige DNA interkalierenden Farbstoffes (SYBR Green) gemes-

sen. Nach Bindung an doppelsträngige DNA nimmt die Fluoreszenz des Farbstoffs stark zu. 

Die Amplifikation der cDNA führt zu einer direkt zur Menge proportionalen Steigerung der Flu-

oreszenz. Die Anzahl an PCR-Zyklen, die für die Erreichung eines konstant definierten Fluo-

reszenzniveaus notwendig sind, dienen der Quantifizierung der cDNA-Startmengen und wer-

den als Ct-Werte (Crossing threshold) oder Cp-Werte (Crossing point) bezeichnet. Ein um eine 
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Einheit geringerer Ct-Wert entspricht der doppelten eingesetzten cDNA beziehungsweise 

mRNA-Ausgangsmenge. Als interne Referenz und zur Normalisierung unterschiedlicher Pro-

ben wird die Expression der ribosomalen Untereinheit (18S) bestimmt. Diese zeigte sich in den 

Untersuchungen als nicht reguliert und diente als Referenzgen (Housekeeping-Gen). Im Rah-

men der Normalisierung der Expressionsergebnisse wird die Genexpression des untersuchten 

Zielgens auf die Genexpression des nicht regulierten Referenzgens (18S) bezogen. Dafür wird 

für  ede untersuchte Probe der ΔCt-Wert, durch Subtraktion des Ct-Wertes des Referenzgens 

(18S ribosomale Untereinheit) vom Ct-Wert des Zielgens, bestimmt (181). 

ΔCt (Zielgen) = Ct (Zielgen)   Ct (Referenzgen)  

Die ΔCt-Werte aller getesteter Proben eines Spenders werden zu einem Mittelwert für den 

jeweiligen Spender zusammengefasst, um eine unterschiedliche Gewichtung der Spender 

durch eine unterschiedliche Probenanzahl je Spender zu vermeiden. Die Analyse der Genex-

pression der primären Meibomdrüsenzellen, der mit Rosiglitazon stimulierten Meibomdrüsen-

zellen, der Konjunktiva und des Lidgewebes erfolgt durch Vergleich der mittleren ΔCt-Werte 

der Spender. 

Die RT-PCR an cDNA wurde mit dem LightCycler® 480 II von Roche durchgeführt. Der ver-

wendete Reaktionsansatz ist in Tabelle 12 aufgelistet und wurde jeweils für das Ziel- und das 

Referenzgen hergestellt. Die eingesetzten Primer sind in Tabelle 13 dargestellt. Die Rektions-

ansätze werden mit jeweils einer cDNA-Probe (2 µl) in eine 96-Multiwell-Platte pipettiert. 2 µl 

Reinstwasser werden als Negativkontrolle mit aufgetragen. Vor Durchführung der RT-PCR 

wird die 96-Multiwell-Platte für zwei Minuten bei 1.000 rpm zentrifugiert. Anschließend wird die 

Messung im LightCycler® wie in Tabelle 14 dargestellt begonnen. Die Qualität der entstande-

nen PCR-Produkte wird abschließend mittels Schmelzkurvenanalyse ermittelt, die eine Diffe-

renzierung zwischen spezifischen PCR-Produkten und unspezifisch entstandenen Primerdi-

meren zulässt.  

Tabelle 12 Reaktionsansatz RT-PCR 

Volumen  Reagenz 

10 µl SYBR Green I Master-Mix 

0,25 µl Fwd-Primer/Left-Primer 

0,25 µl Rev-Primer/Right-Primer 

7,5 µl Reinstwasser (DEPC) 

2 µl cDNA 
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Tabelle 13 Übersicht über die verwendeten Primer 

Gen Primersequenz Größe Temperatur 

Housekeeping Gen   

18s Left: ggagcctgagaaacggcta 

Right: tcgggagtgggtaatttgc 

19 bp 

19 bp 

60 °C 

60 °C 

Fettstoffwechselgene 

PLIN2 Left: tcagctccattctactgttcacc 

Right: cctgaattttctgattggcact 

23 bp 

22 bp 

60 °C 

60 °C 

ELOVL4 Left: catttggcccatggattc 

Right: ccaatggtcacatggaattg 

18 bp 

20 bp 

59 °C 

59 °C 

SCD Left: cctagaagctgagaaactggtga 

Right: acatcatcagcaagccaggt 

23 bp 

20 bp 

60 °C 

60 °C 

FABP4 Left: ccaccataaagagaaaacgagag 

Right: gtggaagtgacgcctttcat 

23 bp 

20 bp 

60 °C 

60 °C 

Muzingene 

MUC5AC Left: ctctgtggggacttcaacg 

Right: attccatgggtgtcagcttg 

19 bp 

20 bp 

59 °C 

60 °C 

MUC16 Left: agtggaccttgggacctca 

Right: gagagggccagcagatgtag 

19 bp 

20 bp 

60 °C 

59 °C 

Zytoskelettproteingene 

ACTA2 Left: ctgttccagccatccttcat 

Right: tcatgatgctgttgtaggtggt 

 

20 bp 

22 bp 

60 °C 

60 °C 
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VIM Left: aaaacttagccgggcttggt 

Right: aggttcacgccattctcctg 

20 bp 

20 bp 

60 °C 

60 °C 

KRT5 Left: agcagatcaagaccctcaaca 

Right: ggtccacttggtgtccagaa 

21 bp 

20 bp 

59 °C 

60 °C 

KRT6 Left: agtttgcctccttcatcgac 

Right: tctgcctcacagtcttggtg 

20 bp 

20 bp 

59 °C 

60 °C 

KRT14 Left: ccattgaggacctgaggaac 

Right: caatctgcagaaggacattgg 

20 bp 

21 bp 

59 °C 

60 °C 

 

Tabelle 14 Protokoll der RT-PCR  

Schritt  Dauer Temperatur Zyklen 

Enzymaktivierung 120 s 50 °C 1 

Denaturierung 20 s 95 °C 55 

Annealing 30 s 60 °C 55 

Elongation 40 s 72 °C 55 

Fluoreszenzmessung - - 1 

Schmelzkurve - 55-95 °C 1 

 

 

Die Genexpression der ausgewachsenen Meibomdrüsenzellen, der mit Rosiglitazon stimulier-

ten Meibomdrüsenzellen, der präparierten Konjunktiva und des umliegenden Gewebes (Lid-

rest) wurde durch Untersuchung der jeweiligen mRNA analysiert. Zur Charakterisierung der 

Meibomdrüsenzellen und der Gewebe wurden die in Tabelle 15 dargestellten, in der Literatur 

beschriebenen Gene, aus den drei Übergruppen des Fettstoffwechsels, der Muzine und der 

Zytoskelettproteine als Nachweismarker für die verschiedenen Strukturen verwendet.  
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Tabelle 15 Übersicht über die verwendeten Nachweismarker 

Nachweismarker  Gen Struktur Referenz 

Fettstoffwechsel 

Adipose differentiation-related 
protein (perilipin 2) 

PLIN2 Meibomdrüsenazinus (164, 182) 

ELOVL fatty acid elongase 4 ELOVL4 Meibomdrüsenazinus (183) 

Stearoyl-CoA desaturase SCD Meibomdrüsenazinus (184) 

Fatty acid-binding protein 4 FABP4 Meibomdrüsen (31) 

Muzine 

Mucin 5AC (sekretorisches 
Muzin) 

MUC5AC Konjunktiva (185, 186) 

Meibomdrüsen (murin) (187) 

Mucin 16 (membrange-
bundenes Muzin) 

MUC16 Konjunktiva (188) 

Meibomdrüsen (murin) (187) 

Zytoskelettproteine 

Smooth muscle actin ACTA2 Umgebendes Gewebe (Musku-
latur, Fibroblasten) 

Meibomdrüse (murin) 

(189) 

Vimentin VIM Zytoskelettprotein mesen-
chymaler Zellen (u.a. Fib-
roblasten) 

(190) 

Zytokeratine Zytokeratin 5 KRT5 Meibomdrüsenazinus (87) 

Meibomdrüsengang 

Meibomdrüsenöffnung (Orifice) 

Konjunktiva 

Zytokeratin 6 KRT6 Meibomdrüsengang (87, 191) 

Konjunktiva (87) 

Zytokeratin 14 KRT14 Meibomdrüsengang (87, 191) 

Meibomdrüsenacinus (191) 

Meibomdrüse (murin) (192) 

Konjunktiva (87) 
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3.2.11 Lipidfärbungen 

Mittels Lipidfärbungen wird die Lipidexpression der verschieden stimulierten Meibomdrüsen-

zellen dargestellt. Dabei wurden die Sudan III und Oil Red O Lipidfärbungen zur qualitativen 

Beobachtung der Lipidverteilung im Gewebe eingesetzt (193, 194). 

Für die Lipidfärbungen werden die Zellen auf Deckgläschen kultiviert. Bei Erreichen der fest-

gelegten Dauer oder Konfluenz werden die Zellen mit PBS gespült und daraufhin mit 

ROTI®Histofix fixiert. Die Deckgläschen mit anheftenden Zellen werden nach erfolgter Färbung 

auf einen Objektträger aufgezogen und mit Aquatex, einem Eindeckmittel, das besonders für 

Präparate nach Lipidnachweis geeignet ist, eingedeckelt. Die Dokumentation der Lipidfärbun-

gen erfolgte mit einem Fotomikroskop von Nikon (Nikon Eclipse TS100). 

3.2.11.1 Sudan III Fettfärbung 

Die Sudan III Färbung erfolgt an zuvor fixierten Zellen. Für die Färbung werden die Sudan III 

Lösung nach Daddi sowie Saures Hämalaun nach Mayer benötigt. Sudan III färbt Fette (Tri-

glyceride) orangerot bis dunkelrot. Hämalaun färbt die Zellkerne blau.  

Für die Herstellung der Sudan III Lösung nach Daddi werden 0,2 bis 0,3 g Sudan III mit 100 

ml im Wärmeschrank erhitztem 70-prozentigem Ethanol übergossen, mehrmals umgerührt 

und über Nacht im Wärmeschrank inkubiert. Vor Gebrauch wird die Lösung auf Raumtempe-

ratur abgekühlt und filtriert. Saures Hämalaun nach Mayer wird ebenfalls vor Gebrauch filtriert. 

Tabelle 16 Reaktionsschritte der Sudan III Fettfärbung von Zellen 

3-mal Waschen der Zellen in Aqua dest.  

15 min Färben in Hämalaun nach Mayer  

30 min Bläuen in 8- bis 10-mal gewechseltem Leitungswasser 

30 s Inkubation in 50-prozentigem Ethanol 

15 min Inkubation in Sudan III Lösung 

2-mal Abspülen mit 50-prozentigem Ethanol zum Entfernen der überschüssigen 
Sudan III Lösung 

3-mal Waschen in Aqua dest. 
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3.2.11.2 Oil Red O Färbung 

Die Oil Red O Lipidfärbung ist für die selektive Färbung und Detektion neutraler Lipide in kul-

tivierte Zellen geeignet. Die Gegenfärbung der Zellkerne geschieht durch Hämatoxylin. Die 

Färbung an den zuvor fixierten Zellen auf einem Deckgläschen erfolgt durch die in der Tabelle 

dargestellten Abläufe. 

Tabelle 17 Reaktionsschritte der Oil Red O Lipidfärbung von Zellen 

5 min Inkubation in 60-prozentigem Isopropanol  

 Entnahme Isopropanol 

20 min Färben in Oil Red O Lösung, leichtes schwenken 

 Entnahme Oil Red O Solution  

2-5-mal Waschen der Zellen mit Wasser bis keine Färberückstände mehr sichtbar 
sind  

7 min Färben in Hämatoxylin 

2-5-mal Waschen der Zellen mit Leitungswasser bis keine Färberückstände mehr 
sichtbar sind  

 

3.2.12 Quantitative Auswertung der Lipidfärbung 

Die quantitative Auswertung der Lipidfärbung erfolgte an Oil Red O gefärbten Meibomdrü-

senepithelzellen durch Bildanalyse der Mikroskopieaufnahmen. Die primären Meibomdrüsen-

zellkulturen wurden nach der Färbung und Fixierung auf einem Objektträger mikroskopisch 

aufgenommen. Dabei wurden 10 zufällig ausgewählte Sichtfelder pro Zellkultur mikroskopisch 

bei 20-facher Vergrößerung dokumentiert. Die Mikroskopieaufnahmen wurden mit dem Bild-

verarbeitungsprogramm ImageJ (Version 1.53k) analysiert. Zunächst wurde die Zellfläche je-

der einzelnen Zelle bestimmt und zur Gesamtfläche summiert. Die mit Oil Red O gefärbten 

Lipidvesikel innerhalb einer Zelle wurden mit einem zur Farbintensität festgelegten Schwellen-

wert (Threshold 23/115) detektiert, um daraus die Lipidfläche innerhalb der einzelnen Zelle zu 

bestimmen. Der relative Lipidanteil einer Zelle wurde anschließend durch Division der verse-

henen Lipidfläche durch die Gesamtzellfläche berechnet. Um die Auswirkungen zufälliger 

Schwankungen der Färbeintensität und der Bildgebung zu verringern, wurden alle Deckgläser 

jedes Experiments am selben Tag gefärbt und ausgewertet. 
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Abbildung 7 Quantitative Auswertung der Lipidfärbung mit ImageJ 

Ausgehend von einem zufällig ausgewähltem Sichtfeld (Bild A) werden in einem ersten Schritt 

die Zellen erkannt und farblich abstrahiert (Bild B), sodass dann die Fläche der einzeln erkann-

ten Zellen berechnet werden kann (Bild C, gelb umrandete Zellen; nummeriert). Nicht erkannte 

oder überlagerte Zellen werden manuell verbessert. Die gefärbten Lipidvesikel werden als Par-

tikel über eine Farb- und Intensitätsschwelle selektiert und anschließend vermessen (Bild D). 

A 

B 

C 

D 
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3.2.13 Überblick über das Arbeitsprogramm 

 

Abbildung 8 Überblick über das Arbeitsprogramm zur Etablierung einer primären Meibom-

drüsenkultur 
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Proliferationsmedium
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3.3 Statistik 

Die statistische Auswertung und Datenanalyse erfolgte mittels SPSS (IBM SPSS Statistics 

Version 23). Für die Auswertung der Zellkulturen wurden die Mittelwerte mit Standardabwei-

chung aus gleich kultivierten und inkubierten Zellkulturen herangezogen. Als statistisches 

Testverfahren wurde für Mittelwertvergleiche zwischen zwei normalverteilten Gruppen ein 

zweiseitiger t-Test für unabhängige Stichproben mit stetiger Zielgröße gewählt. Für Mehrgrup-

penvergleiche erfolgte die Auswertung mittels einfaktorieller Varianzanalyse (engl. analysis of 

variance; ANOVA). Als Voraussetzung für die Anwendung parametrischer Tests wurde die 

Zielgröße auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test geprüft. Erfüllte der Datensatz nicht 

die Annahme zur Normalverteilung, schaffte eine Gleichbesetzung der einzelnen Gruppen Ab-

hilfe. Dies erzeugt zwar keine Normalverteilung, ermöglicht jedoch die Durchführung paramet-

rischer Tests, da die Schätzer des Verfahrens bei Gruppen gleicher Größe als besonders ro-

bust gelten, selbst wenn keine Normalverteilung vorliegt (195, 196). Neben der Prüfung auf 

Normalverteilung wurden die Daten für jede Gruppe außerdem auf Varianzhomogenität getes-

tet (Levene-Test). Bei Varianzhomogenität und signifikanter ANOVA schloss sich zur Identifi-

zierung der sich unterscheidenden Gruppen der Tukey post-Hoc-Test an. Bei Varianzinhomo-

genität wurde der Welch-Test (Welch ANOVA) auf Signifikanz geprüft. Bei signifikantem 

Welch-Test schloss sich zur Identifizierung der sich unterscheidenden Gruppen der Games-

Howell post-Hoc-Test an. Der Vergleich von mehr als zwei unabhängigen nicht normalverteil-

ten Stichproben auf signifikante Unterschiede erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test (H-Test). 

Der Kruskal-Wallis-Test prüft nicht-parametrische Stichproben durch Rangbildung der abhän-

gigen Variable auf Signifikanz. Für die vorliegende Arbeit wurde ein Signifikanzniveau von α = 

0,05 festgelegt. Folglich konnte für alle Tests ein Unterschied als signifikant beziehungsweise 

als hoch signifikant angesehen werden, sofern für die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05, be-

ziehungsweise p < 0,01 erfüllt war (197). Die Effektstärken werden, gegebenenfalls nach er-

folgter Umrechnung, in Cohens d angegeben. In der Literatur gelten für die Effektstärke d nach 

Cohen folgende anerkannte Richtwerte: d > 0,2 entspricht einem kleinen Effekt, d > 0,5 ent-

spricht einem mittleren Effekt, d > 0,8 entspricht einem starken Effekt. 
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4  Ergebnisse 

4.1 Etablierung der primären Meibomdrüsenzellkulturen 

4.1.1 Primäre Meibomdrüsenepithelzellkultur aus Überschussgewebe der lateralen Zügel-

plastik  

4.1.1.1 Zusammensetzung des Spenderkollektivs 

Im Rahmen der lateralen Zügelplastik konnte von 71 Patienten überschüssiges Gewebemate-

rial als Ausgangsmaterial zur Etablierung der primären Zellkultur gewonnen werden. Das 

Spenderkollektiv setzte sich aus 38 Männern, 27 Frauen und 6 Personen mit unbekannten 

Daten zusammen. Das Spenderalter lag zwischen 54 und 96 Jahren zum Operationszeitpunkt, 

im Durchschnitt bei 77,6 Jahren (SD = 9,74). Im Median waren die Spender zum Zeitpunkt der 

Operation 79 Jahre alt. Frauen waren gegenüber Männern bei der Operation im Durchschnitt 

3,8 Jahre älter. Die genaue Darstellung der Zusammensetzung des Spenderkollektives findet 

sich im Anhang (siehe Anhang A, Tabelle A1). 

 

Abbildung 9 Zusammensetzung des Spenderkollektives 
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4.1.1.2  Prävalenz atrophierter Meibomdrüsen im Spenderkollektiv 

Aus den erhaltenen 71 Gewebeproben konnten bei 59 Gewebeproben Meibomdrüsen in un-

terschiedlicher Menge präpariert werden. 12 Gewebeproben zeigten bei der Präparation unter 

dem Mikroskop keine oder nur stark atrophierte Meibomdrüsen, sodass insgesamt von 59 Pro-

ben Meibomdrüsenstücke kultiviert wurden. Die beobachtete Prävalenz atrophierter oder stark 

reduzierter Meibomdrüsen betrug im gesamten Spenderkollektiv 16,9 %. Unter Frauen wurde 

mit 18,5 % ein geringfügig höheres Auftreten gegenüber Männern (15,8 %) festgestellt. 

  

Abbildung 10 Anteil der Spender mit Meibomdrüsen und Prävalenz der Meibomdrüsen 

nach Geschlecht 

4.1.1.3  Etablierte primäre Meibomdrüsenepithelzellkulturen 

Bei 55 der 59 in Kultur genommenen Proben konnte von mindestens einem Meibomdrüsen-

stück ein Zellauswachsen beobachtet und eine Zellkultur etabliert werden. Dies entspricht ei-

ner Etablierungsrate von circa 93,2 %. 29 der etablierten Kulturen entstammte Gewebe männ-

licher Spender, 21 Kulturen weiblicher Spender und 5 Kulturen Spender unbekannter Daten. 

Es ist anzumerken, dass nicht von jedem Meibomdrüsenstück einer Probe ein Auswachsen 

sichtbar war. Von wesentlicher Bedeutung für das Auswachsen ergab sich eine kontinuierliche 

Adhäsion der Meibomdrüsenstücke am Boden der 6-Well-Mikrotitierplatte. Diese wurde mittels 

luftblasenfreier Abdeckung der Meibomdrüsenstücke im Medium unter einem Deckgläschen 
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Meibomdrüsenepithelzellkultur aus explantierten Meibomdrüsenstücken weitestgehend unab-

hängig vom Geschlecht zuverlässig und reproduzierbar gelingt. 

 

Abbildung 11 Etablierte Zellkulturen 

Darstellung des Anteils etablierter Zellkulturen nach Geschlecht. Die Gesamtauswachsrate der 

Meibomdrüsenstücke betrug 93,2 %. Der Anteil im weiblichen Kollektiv liegt circa 5 Prozent-

punkte über dem männlichen Kollektiv. 

4.1.2 Primäre Meibomdrüsenepithelzellkultur aus Tarsi von Körperspendern 

Die Entnahme von Tarsi erfolgte an insgesamt 5 Körperspendern, wobei jeweils beide Ober-

lidtarsi entnommen wurden. Das Spenderkollektiv setzte sich aus vier Männern und einer Frau 

zusammen. Das Sterbealter der Spender lag zwischen 76 und 94 Jahren, im Durchschnitt bei 

81,8 Jahren (SD = 6,65) und im Median bei 80 Jahren. Die Entnahme erfolgte frühestens 24 

Stunden und spätestens 48 Stunden post mortem und bei allen Körperspendern nach der Ent-

nahme der Hornhaut zur Organspende. Aus jedem Tarsi konnten bei der Präparation Meibom-

drüsen in verschiedener Menge und makroskopisch unterschiedlicher Qualität präpariert wer-

den. Bei allen in Kultur genommenen Meibomdrüsenstücken konnten auch nach 21 Tagen 

Kultivierungsdauer unter dem Mikroskop weder Veränderungen der Morphologie um die Mei-

bomdrüsenstücke noch ein Auswachsen beobachtet werden. Drei der Kulturen zeigten zusätz-

lich eine mykotische Kontamination. 

4.1.3 Kultivierung der Gewebestücke, Auswachsen der Zellen und Proliferation der Zellkultur 

Die Zeit bis zum Auswachsen von kultivierten Meibomdrüsenstücken wurde durch tägliche 

mikroskopische Beobachtung und Beurteilung der Morphologie bestimmt. Die im Auswachs-

medium in Kultur genommenen Gewebeproben durchliefen eine charakteristische morpholo-

gische Entwicklung, die in Abbildung 12 dargestellt ist. Das Auswachsen der Zellen stellte sich 

morphologisch unabhängig von Alter und Geschlecht der Spender dar. 
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Abbildung 12 Auswachskultur im zeitlichen Verlauf 

Darstellung des Auswachsens eines im Auswachsmedium kultivierten Meibomdrüsenstückes 

über die Zeit. Die Bildnummerierung entspricht der Kultivierungsdauer in Tagen. An Tag 6 ist 

erstmals ein Zellsaum sichtbar, der an Tag 8 deutlich abzugrenzen ist. 4-fache Vergrößerung. 

Der Maßbalken entspricht 200 µm. 
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Das Auswachsen der Zellen zeigte sich frühestens nach 5 Tagen durch ein punktuell um die 

Meibomdrüsenstücke auswachsenden dichten Saum. Im Mittel dauerte das Auswachsen 7,6 

Tage, wobei bei den meisten kultivierten Meibomdrüsenstücken das Auswachsen nach 7 Ta-

gen zu beobachten war (siehe Abbildung 13). Wurde nach 11 Tagen kein Auswachsen fest-

gestellt, konnte dies im weiteren Verlauf auch nicht mehr beobachtet werden. 

 

Abbildung 13 Zeit bis zum Auswachsen der Meibomdrüsenzellen nach Kultivierung 

Darstellung des zeitlichen Zusammenhangs zwischen Kultivierungsdauer und beobachtetem 

Auswachsen des Zellsaums. Das linke Diagramm stellt kumulativ den Anteil der ausgewach-

senen Meibomdrüsenzellen über die Zeit dar. Nach 7 Tagen sind bereits 51 % der Proben 

ausgewachsen, nach 11 Tagen ist der Anteil bei 100 %. Proben, bei denen nach dem 11. Tag 

kein Auswachsen zu erkennen war, zeigten im Verlauf auch kein Auswachsen mehr. 

Darstellung der ausführlichen Statistik im Anhang (siehe Anhang B, Tabelle B1). 

Der auswachsende Saum nahm bei weiterer Kultivierung im Auswachsmedium im Verlauf be-

grenzt zu. Verblieben die Zellen in dem Auswachsmedium differenzierten die Zellen bei ab-

nehmender Proliferation rasch und ein anschließendes Passagieren war nicht möglich. Wurde 

nach dem Beginn des Auswachsens auf das Proliferationsmedium (CnT-BM.1/CnT-57) ge-

wechselt, konnte ein vorzeitiges differenzieren der Zellen verhindert werden. Dies ermöglichte 

im Verlauf die weitere Proliferation und ein Passagieren der Zellen. Anfänglich zu beobach-

tende einzelne, kleine, vieleckig bis rundlich erscheinende primäre Meibomdrüsenzellen teilten 

sich schnell zu Zellkolonien, die im Verlauf in der Größe zunahmen, bis sie miteinander kon-

fluierten. Morphologisch imponierte nach 2 bis 4 Tagen das Bild eines kopfsteinpflasterartigen 

Zellrasens. Die Proliferation der Zellen wurde anhand des lichtmikroskopisch sichtbaren 
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Wachstumsverhalten beurteilt. Sobald eine Konfluenz der Zellen sowie ein dichter Zellrasen 

beobachtet wurde, konnten die Zellen passagiert werden. Die eingangs in Hypothese 3 ange-

nommene Proliferationsfähigkeit der Meibomdrüsenzellen konnte somit gezeigt werden. 

 

Abbildung 14 Proliferation der Zellkultur 

Meibomdrüsenzellkultur am 2. Tag nach Wechsel des Mediums auf das Proliferationsmedium. 

Der Zellsaum der Auswachskultur entwickelt sich zu einzelnen dicht aneinander gelagerten, 

kopfsteinpflasterartigen Zellen. 4-fache Vergrößerung. Der Maßbalken entspricht 200 µm. 

4.1.4 Einfluss der Dauer zwischen Probengewinnung und Kultivierung 

Der Einfluss der Dauer zwischen dem Zeitpunkt der Probengewinnung und dem Zeitpunkt der 

Kultivierung auf das Auswachsen der Meibomdrüsenstücke wurde untersucht. Die Gewebe-

stücke wurden dafür nach der Operation in DMEM mit 10 % fetalem Kälberserum und Penicil-

lin/Streptomycin bei Raumtemperatur gelagert und innerhalb von Zeiträumen zwischen 24 

Stunden nach Entnahme bis zum 7. postoperativen Tag in Kultur genommen. Als Endpunkt 

wurde das Auswachsen der Meibomdrüsenstücke betrachtet. Dabei zeigte sich unter allen 

untersuchten Proben bis einschließlich zum 7. postoperativen Tag ein Auswachsen. Eine län-

gere Lagerung ist daher möglich, da auch Zellen auswachsen, wenn die Gewebestücke 7 

Tage gelagert wurden.  

4.1.5 Passagieren der Zellen 

Von den 55 erfolgreich etablierten Auswachskulturen wurden 20 Auswachskulturen für die 

weitere Kultivierung und das Passagieren der Meibomdrüsenzellen verwendet. Insgesamt 

wurde von 9 männlichen und 11 weiblichen Spendern die Auswachskultur zum Passagieren 

verwendet. In Abhängigkeit der mikroskopisch beobachteten Zellrasendichte wurden die Mei-

bomdrüsenzellen gesplittet und neu ausgesät. Im Mittel ergab sich eine Kultivierungsdauer 

von etwa 19 Tagen zwischen dem Zeitpunkt des Auswachsens bis zum Splitten der Meibom-

drüsenzellkulturen. Die Zellzahl der Meibomdrüsenzellen pro Milliliter wurde vor dem ersten 

Passagieren bestimmt. Im Mittel wurde für eine Spenderprobe die Meibomdrüsenzellzahl von 
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337.000 Zellen pro ml bei einer Standardabweichung von 240.000 Zellen/ml ermittelt. Bei einer 

minimalen Zellzahl von 75.000/ml und einem Maximum von 1.002.500 Zellen/ml ergab sich 

eine hohe Variabilität der primären Zellen, abhängig von den jeweiligen Spendern. In Abbil-

dung 15 ist die Meibomdrüsenzellzahl vor dem ersten Passagieren dargestellt. 

 

Abbildung 15 Meibomdrüsenzellzahl vor dem ersten Passagieren  

Anzahl der untersuchten Spenderkulturen n = 20. 

Die Kultivierung der primären Meibomdrüsenzellkulturen gelang maximal bis zur dritten Pas-

sage, bevor eine Differenzierung und eine Abnahme der Meibomdrüsenzellen zu beobachten 

war. Diese Veränderungen und Eigenschaften wiesen alle untersuchten Meibomdrüsenzell-

kulturen unabhängig des individuellen Spenders und deren Geschlechts auf. Eine weiter Kul-

tivierung über die dritte Generation hinaus wurde dadurch limitiert.  

4.1.6 Einfluss der Rho-Kinase Hemmung auf die Kultivierung von Meibozyten 

Der Einfluss einer spezifischen Hemmung der Rho-Kinase (ROCK) durch den ROCK-Inhibitor 

(Y-27632) auf die Kultivierung von Meibozyten wurde untersucht. Als gemessener Surrogat-

Marker für die in der Literatur beschriebenen vielfältigen Auswirkungen der Rho-Kinase Hem-

mung auf zelluläre Funktionen, die Zelladhäsion, die Zellproliferation und die Zellmotilität (169) 

wurde die Zellaktivität herangezogen. Die Zellaktivität wurde mittels Resazurin Assay (siehe 

Kapitel 3.2.2) in der Einheit der relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) bestimmt. Insgesamt 

wurden sieben Proben mit je einer ROCK-Inhibitor- und einer Kontrollzellkultur analysiert. In 

Abbildung 16 sind die jeweilig gemessenen relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) (Y-Achse) 

der Zellkulturen an den Tagen 3 und 5 (X-Achse) aufgetragen. Messwerte für mit ROCK-Inhi-

bitor inkubierte Zellen sind grün und ohne Inhibitor kultivierte Zellen grau dargestellt. Die ge-

messenen RFUs lagen über alle Zellkulturen und beide Tage in einem Wertebereich zwischen 

9 und 153 RFUs, der Mittelwert betrug 78 RFU (SD = 41,5). An Tag 3 lagen die relativen 

Fluoreszenzeinheiten ohne Inhibitor zwischen minimal 23 und maximal 137, im Mittel bei 71 

RFU (SD = 40). Mit Inhibitor zwischen 9 und 153 RFU, im Mittel bei 74 RFU (SD = 49). 
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An Tag 5 wurden ohne Inhibitor RFUs zwischen 40 und 124 gemessen. Der Mittelwert betrug 

79 RFU (SD = 33). Mit Inhibitor wurden minimal 41 und maximal 141 RFU gemessen, bei 

einem Mittelwert von 89 (SD = 41). Tendenziell wurden minimal höhere relative Fluoreszenz-

einheiten und damit eine höhere Zellaktivität in mit Inhibitor kultivierten Zellkulturen gemessen 

(Mittelwerte an Tag 3: 74 RFU mit Inhibitor gegenüber 71 RFU ohne Inhibitor und an Tag 5: 

89 RFU mit Inhibitor gegenüber 79 RFU ohne Inhibitor). Bei allen untersuchten Zellkulturen 

zeigte sich für die aus einer Probe stammenden Zellkulturen die gleiche Entwicklung der 

Zellaktivität. Während sich die Zellaktivität bei den in Abbildung 16 dargestellten Probennum-

mern 1 bis 3 zwischen den Tagen 3 und 5 verringerte, nahm die Zellaktivität bei den Proben-

nummern 4 bis 7 zu. Während fünf der untersuchten Proben die ursprüngliche Richtung der 

Aktivitätsunterschiede zwischen Inhibitor- und Kontrollkultur beibehielten, änderte sich bei den 

Probennummern 5 und 6 diese Richtung. Bei Probe 5 wurde an Tag 3 noch eine minimal 

höhere Aktivität in der Inhibitorkultur gemessen, die an Tag 5 geringer als die Aktivität in der 

Kontrollgruppe ausfiel. In Probe 6 verhielt es sich umgekehrt. Ein direkter Einfluss des ROCK-

Inhibitors auf die Zellaktivität, wie eingangs in Hypothese 4 vermutet, ist nicht sicher auszu-

machen. 

 

Abbildung 16 Zellaktivität der Meibomdrüsenzellen im Resazurin Assay 
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4.2 Lipidfärbungen der Meibomdrüsenzellen 

4.2.1 Lipidfärbungen der basalen Meibomdrüsenepithelzellen 

Die mit Sudan III und Oil Red O Lipidfärbung gefärbten Meibomdrüsenepithelzellen wurden 

nach der Färbung mikroskopisch dokumentiert und analysiert. Es präsentierte sich eine homo-

gene Morphologie kopfsteinpflasterartiger, typisch polygonaler epithelialer Meibomdrüsenzel-

len (Abbildung 18 und Abbildung 19). Die mit Hilfe der Bildanalysesoftware ImageJ ermittelte 

durchschnittliche Zellgröße einer basalen Meibomdrüsenzellen betrug etwa 308.000 µm2 (SD 

= 111.349 µm2). Die Größe der einzelnen Zelle bewegte sich in einem Bereich zwischen etwa 

102.000 µm2 und 615.000 µm2.  

 

Abbildung 17 Durchschnittliche Zellfläche der basalen Meibomdrüsen 

Darstellung der durchschnittlichen Zellfläche in µm2 der basalen Meibomdrüsenzellen. 

Die Sudan III Färbung (Abbildung 18; Bild A) zeigt in 10-facher Vergrößerung einen dichten 

Zellrasen an Meibomdrüsenepithelzellen. Überwiegend länglich geformte und eher kleine Zel-

len sowie wenig rundlich geformte und größere Meibozyten prägen das Bild. Insbesondere in 

höherer Vergrößerung (Abbildung 18; Bild B, 20-fache Vergrößerung und Bild C, 40-fache 

Vergrößerung) lassen sich verschiedene Stadien des Zellzyklus und sich teilende Zellen, wie 

Zellen mit zwei Zellkernen zeigen, beobachten. In der Sudan III Färbung der basalen Meibom-

drüsenzellen stellen sich die angefärbten Fette beziehungsweise Triglyceride orangerot bis 

dunkelrot dar. Die Gegenfärbung mit Hämalaun färbt die Zellkerne blau. Perinukleär fallen die 

mit Sudan III rötlich angefärbten Fette auf. In kleinen Vakuolen im Zytoplasma gelagert um-

schließen sie den Zellkern.  
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Abbildung 18 Basale Meibomdrüsenzellen in Sudan III Fettfärbung 

Darstellung der Meibomdrüsenzellen in Sudan III Lipidfärbung. Bild A zeigt die Meibozyten bei 

10-facher, B bei 20-facher und C bei 40-facher Vergrößerung unter dem Mikroskop. Der Maß-

balken entspricht jeweils 100 µm. 

In der Oil Red O Lipidfärbung (Abbildung 19) zeigt sich ein ähnliches Bild der basalen Mei-

bomdrüsen wie in der Sudan III Färbung. Die Oil Red O Lipidfärbung färbt selektiv neutrale 

Lipide in den kultivierten Meibomdrüsenzellen rot an. Auch hier fallen die perinukleär verteilten 

roten Farbeinschlüsse im Zytoplasma auf, die den fetthaltigen Einschlüssen in den Meibom-

drüsen entsprechen. 

C 
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Abbildung 19 Oil Red O Lipidfärbung der basalen Meibomdrüsenzellen 

Darstellung der Meibomdrüsen nach Lipidfärbung mit Oil Red O. Bild A zeigt die Meibomdrü-

sen bei 10-facher, Bild B bei 20-facher Vergrößerung unter dem Mikroskop. Der Maßbalken 

entspricht jeweils 100 µm. 

A 

B 
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In beiden durchgeführten Lipidfärbungen konnten die lipidhaltigen Zelleinschlüsse in charak-

teristischer Anordnung um den Zellkern nachgewiesen werden. Auffallend ist die tendenziell 

gesteigerte Menge und Größe der eingeschlossenen Lipide in Meibomdrüsenzellen in Berei-

chen geringerer Zelldichte. Im Vergleich der Färbungen (Abbildung 18 und Abbildung 19) stellt 

die Sudan III Färbung gegenüber der Oil Red O Lipidfärbung den vakuolenartigen Charakter 

der Lipidvesikel der Meibomdrüsenzellen deutlicher heraus und bildet die verschiedenen 

Strukturen insgesamt detailreicher ab. Die angefärbten Lipide heben sich in der Oil Red O 

Färbung hingegen deutlicher von der Umgebung ab, weshalb sie sich für die durchgeführte 

Bildanalyse als geeignet erwies. Zur objektiven Charakterisierung der Meibomdrüsenzellen 

wurde der Lipidanteil innerhalb der Meibomdrüsenzellen mit der Bildanalysesoftware ImageJ 

bestimmt. Im Mittel ergab sich unter allen ausgewerteten Meibomdrüsenzellen jeweils ein Li-

pidanteil von etwa 7,09 % (SD = 0,997 %) an der Gesamtzellfläche einer Meibomdrüsenzelle. 

Somit kann die in Hypothese 5 vermutete Lipidproduktion der primären Meibomdrüsenzellen 

bestätigt werden. 

4.2.2 Lipidfärbung nach Stimulation mit PPARγ-Agonisten (Rosiglitazon) 

Die Lipidfärbung mit Sudan III und Oil Red O der Meibomdrüsenzellen wurde nach Stimulation 

mit Rosiglitazon erneut durchgeführt. In Abbildung 20 sind die Meibomdrüsenzellen nach 3-

tägiger Inkubation mit 3 µmol/l Rosiglitazon in beiden Färbungen vergleichend in 10-, 20- und 

40-facher Vergrößerung dargestellt.  
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Abbildung 20 Lipidfärbung nach Stimulation mit Rosiglitazon 

Meibomdrüsenzellen nach Stimulation mit Rosiglitazon in den Bildern A, B, C in Oil Red O 

Färbung. Bilder D, E, F in Sudanfärbung. 10-fache (Bilder A, D), 20-fache (Bilder B, E) und 40-

fache (Bilder C, F) Vergrößerung. Der Maßbalken entspricht jeweils 100 µm.  
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B 

C F 
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Auffallend sind die mittels Lipidfärbung angefärbten Lipideinschlüsse im Zytoplasma in peri-

nukleärer Anordnung. Insbesondere in 40-facher Vergrößerung (Bild C und Bild F in Abbildung 

20) fällt die ringartige Anordnung der Lipideinschlüsse um den Zellkern auf. Die Lipide finden 

sich in kleinen Vesikeln verteilt im Zytoplasma vor und sind nicht frei im Zytoplasma gespei-

chert, wie vor allem in Bild F der Abbildung 20 deutlich wird.  

Die Bildanalyse der mit Rosiglitazon stimulierten Meibomdrüsenzellen zeigte eine durch-

schnittliche Zellgröße von etwa 322.000 µm2 (SD = 123.204 µm2). Die Größe der einzelnen 

Meibomdrüsenzellen variierte in einem Bereich zwischen 108.000 µm2 und 683.583 µm2. 

 

Abbildung 21 Durchschnittliche Zellfläche der stimulierten Meibomdrüsenzellen 

Darstellung der durchschnittlichen Zellfläche in µm2 der stimulierten Meibomdrüsenzellen. 

4.2.3 Vergleich der Lipidfärbungen der basalen mit den mit PPARγ-Agonisten stimulierten 

Meibomdrüsenzellen 

Im Folgenden werden die mit dem PPARγ-Agonisten Rosiglitazon stimulierten Meibomdrüsen-

zellen mit nicht stimulierten, basalen Meibomdrüsenzellen verglichen. Die stimulierten Mei-

bomdrüsen entsprechen der Interventionsgruppe, die nicht stimulierten Meibomdrüsen der 

Kontrollgruppe. Der Einfluss von Rosiglitazon auf die Lipidproduktion der Meibomdrüsen wird 

untersucht. Im direkten Vergleich mit den basalen Meibomdrüsenzellen (Abbildung 22; Bild A 

und Bild C) nimmt rein visuell betrachtet die Menge an Lipid nach Stimulation mit Rosiglitazon 

deutlich zu (Abbildung 22; Bild B und Bild D). Sowohl der von den Lipiden eingenommene 

Anteil der Zellfläche als auch ihre Dichte und angefärbte Intensität sind stark erhöht. Die Größe 

und die förmliche Erscheinung der Meibomdrüsenzellen stellt sich nach Stimulation unverän-

dert dar. Diese Aspekte werden detaillierter in den Ausschnitten der Abbildung 23 betrachtet.  
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Abbildung 22 Vergleich der Lipidfärbung (Oil Red O und Sudan III) von basalen und stimu-

lierten Meibomdrüsenzellen 

Bild A und Bild C zeigen die basalen, Bild B und Bild D die mit Rosiglitazon stimulierte Mei-

bomdrüsenzellen. Bild A und B in Oil Red O Färbung. Bild C und D in Sudan III Färbung. 

Jeweils 10-fache Vergrößerung. Der Maßbalken entspricht jeweils 100 µm.  

D B 

C A 
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Abbildung 23 Vergleich der Lipidfärbung (Oil Red O) von basalen und stimulierten Meibom-

drüsenzellen 

Die Bilder A und B zeigen basale, die Bilder C und D stimulierte Meibomdrüsenzellen. 10-

fache Vergrößerung und 20-fache Vergrößerung im Bildausschnitt. Der Maßbalken entspricht 

jeweils 100 µm.  

D 

D 
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Die Bildanalyse zeigte eine vergleichbare durchschnittliche Zellgröße einer stimulierten Mei-

bomdrüsenzellen von etwa 322.000 µm2 mit der Zellgröße einer basalen Meibomdrüsenzellen 

mit im Mittel 308.000 µm2, wie in Abbildung 24 deutlich wird. Die gemessene Zellfläche der 

stimulierten Meibomdrüsenzellen lag im Mittel etwa 14.000 µm2 über der der basalen Meibom-

drüsenzellen (95 %-CI[- 41128, 11536]). Der Unterschied der Zellgröße war statistisch nicht 

signifikant, t(306) = -1,106, p > 0,05. Die Stimulation mit Rosiglitazon veränderte die Zellfläche 

der einzelnen Meibomdrüsenzellen nicht signifikant. 

 

Abbildung 24 Vergleich der Zellfläche basaler und stimulierter Meibomdrüsenzellen  

Die genaue Darstellung samt Teststatistik findet sich im Anhang (siehe Anhang C, Tabelle C1 

und Tabelle C2). 

Für den quantitativen Vergleich des Lipidanteils an der Zellfläche der basalen und stimulierten 

Meibomdrüsenzellen wurden von insgesamt 5 Spendern, je 6 Wells, Meibomdrüsenzellkultu-

ren etabliert. 3 Wells wurden mit Rosiglitazon stimuliert, die übrigen 3 Wells dienten als Kon-

trolle. Nach der Lipidfärbung mit Oil Red O wurden die gefärbten Meibomdrüsenzellen mikro-

skopisch dokumentiert. Pro Well wurden zwischen 3 und 4 Aufnahmen angefertigt. Anschlie-

ßend wurde aus insgesamt 104 Aufnahmen (52 Kontroll- und 52 Rosiglitazonaufnahmen) der 

durchschnittliche Lipidanteil der Meibomdrüsenzellen bestimmt und mittels t-Test ausgewertet.  

Unter Betrachtung der Gesamtheit aller untersuchten Spenderproben ergaben sich die in Ab-

bildung 25 dargestellten Lipidanteile an der Meibomdrüsenzellfläche. Für die mit Rosiglitazon 

stimulierten Meibomdrüsenzellen wurde ein durchschnittlicher Lipidanteil von 20,16 % (SD = 

0,95 %) an der gesamten Zellfläche erfasst. Der Lipidanteil lag in dem Bereich zwischen mini-

mal 18,37 % und maximal 22,43 %. Im Vergleich dazu wurde ein Mittelwert von 7,08 % (SD = 

0,98 %) für den Lipidanteil der basalen Meibomdrüsenzellen bestimmt. Die Spannweite lag 

zwischen minimal 5,23 % und maximal 9,58 % Lipidanteil. Als Voraussetzung für die Durch-

führung des t-Tests wurden die Messwerte auf Normalverteilung mithilfe des Shapiro-Wilk-

Test geprüft. Beide Gruppen waren gemäß dem Shapiro-Wilk-Test normalverteilt (p > 0,05). 
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Der gemessene Lipidanteil der stimulierten Meibomdrüsenzellen lag im Mittel 13,07 % über 

dem der basalen Meibomdrüsenzellen (95 %-CI[12,7, 13,45]). Der Unterschied zwischen den 

Lipidanteilen ist statistisch hoch signifikant, t(102) = 69,17, p < 0,001. Gemäß Cohen handelt 

es sich hierbei um einen starken Effekt, d = 13,54 (198). Die Ergebnisse zeigen einen höheren 

Lipidanteil der Meibomdrüsenzelle nach Stimulation mit Rosiglitazon. Die eingangs aufge-

stellte Hypothese 6, die Lipidsynthese der Meibomdrüsenzellen wird durch den PPARγ-Ago-

nisten Rosiglitazon beeinflusst, wird somit bestätigt. 

 

Abbildung 25 Vergleich des Lipidanteils zwischen basalen (Kontrolle) und stimulierten (Ro-

siglitazon) Meibomdrüsenzellen 

Die genaue Darstellung samt Teststatistik findet sich im Anhang (siehe Anhang D, Tabelle D1 

und Tabelle D2). 

In der Einzelauswertung der individuellen Spenderproben sind Unterschiede im Lipidanteil zwi-

schen den basalen und den stimulierten Meibomdrüsenzellen über alle Proben hinweg zu er-

kennen (Abbildung 26). Der Lipidanteil der stimulierten Meibomdrüsenzellen übersteigt bei al-

len Proben den der basalen Meibomdrüsenzellen. Die mittleren Lipidanteile der stimulierten 

Meibomdrüsenzellen bewegen sich zwischen 19,35 % (SD = 0,68 %) und 20,53 % (SD = 

0,98 %) gegenüber den basalen Meibomdrüsenzellen mit einem im Mittel relativen Lipidanteil 

zwischen 5,95 % (SD = 0,84 %) und 8,2 % (SD = 0,66 %). Damit ist sowohl für die einzelne 

Spenderkultur als auch für die Gesamtheit der primären Meibomdrüsenzellkulturen ein stei-

gernder Effekt auf die Lipidproduktion durch Rosiglitazon auszumachen.  
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Abbildung 26 Vergleich des Lipidanteils zwischen basalen und stimulierten Meibomdrü-

senzellen der einzelnen Spenderproben 
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4.3 Genexpression der Meibomdrüsenzellkultur   

Zur Charakterisierung der etablierten Zellkulturen und zur Identifikation eines möglichen Gen-

markers für primäre Meibozyten wurde die Genexpression der primären Meibozyten der Zell-

kultur, der Konjunktiva und des Lidrestes der gewonnen Proben untersucht. Der Einfluss von 

Rosiglitazon auf die Genexpression der primären Meibozyten wurde analysiert. Die Darstel-

lung der Genexpression erfolgt gruppenweise für Markergene des Fettstoffwechsels, der Mu-

zine und der Zytoskelettbestandteile. An Proben von Konjunktiva, Lidgewebe, primären und 

mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten von 13 Spendern wurden insgesamt 542 RT-PCRs 

(quantitative PCRs; qPCRs) durchgeführt. Die geringe Ausgangsmenge der mRNA bezie-

hungsweise der cDNA der primären Meibomdrüsenzellen, sowie die erschwerte Aufbereitung 

der gewonnen Proben, gestaltete die qPCR-Analyse schwierig. Dies galt insbesondere für 

mRNA der mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten, deren mittlere Genexpression nur für 

Gene basierend auf mindestens drei Spendern grafisch dargestellt ist. Die Analyse der Gen-

e pression erfolgt durch Vergleich der ΔCt-Werte (normalisierte Genexpression). Dabei gilt, je 

geringer der ΔCt-Wert, desto höher die cDNA- beziehungsweise mRNA-Ausgangsmenge und 

damit die jeweilige Genexpression in der Probe. Die ausführliche Darstellung der Messdaten 

samt Teststatistiken findet sich im Anhang (siehe Anhang E, Tabelle E1 bis Tabelle E18).  

4.3.1 Expression von Genen des Fettstoffwechsels 

Die für die Meibozyten bedeutsame Funktion der Lipidsynthese wurde durch Analyse relevan-

ter Gene des Fettstoffwechsels untersucht. Dafür wurde die Genexpression von PLIN2, 

ELOVL4, SCD und FABP4 für primäre Meibozyten, mit Rosiglitazon stimulierte Meibozyten, 

 on unktiva und das Lid untersucht. Die Ergebnisse (mittlere ΔCt-Werte) sind in Abbildung 27 

dargelegt.  
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Abbildung 27 Darstellung der Genexpression der Fettstoffwechselgene PLIN2, ELOVL4, 

SCD und FABP4 

(A) Darstellung der Genexpression von PLIN2 in primären Meibozyten (n = 9), in Konjunktiva 

(n = 8), in Lidrest (n = 8) und in mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten (n = 3). 

(B) Darstellung der Genexpression von ELOVL4 in primären Meibozyten (n = 3), in Konjunktiva 

(n = 4) und in Lidrest (n = 4). 

(C) Darstellung der Genexpression von SCD in primären Meibozyten (n = 7), in Konjunktiva  

(n = 6) und in Lidrest (n = 7). 

(D) Darstellung der Genexpression von FABP4 in primären Meibozyten (n = 7), in Konjunktiva 

(n = 6) und in Lidrest (n = 7). 

* signifikant auf einem Signifikanzniveau von α = 0,05 

** hoch signifikant auf einem Signifikanzniveau von α = 0,01 

Für PLIN2 zeigten die primären Meibozyten (M = 14,57, SD = 7,82) und die mit Rosiglitazon 

stimulierten primären Meibozyten (M = 10,02, SD = 7,  ) geringere ΔCt-Werte als die Kon-

junktiva (M = 18,42, SD = 8,44) und der Lidrest (M = 16,02, SD = 8,02) (Abbildung 27, Teil A). 

Die Genexpression für das die Bildung von Lipidtröpfchen fördernde Gen PLIN2 ist damit für 

die mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten am höchsten gefolgt von den primären 
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Meibozyten. In Konjunktiva und Lid fällt die Genexpression von PLIN2 geringer aus. Die Be-

rechnung einer einfaktoriellen ANOVA ergab keinen signifikanten Unterschied in der Genex-

pression von PL N2 (ΔCt-Werte) zwischen primären Meibozyten, mit Rosiglitazon stimulierten 

Meibozyten, Konjunktiva und Lidrest, F (3,25) = 0,9, p > 0,05.  

Die Expression von ELOVL4, einem Gen der Lipidsynthese, ergab für die untersuchten Ge-

webe mittlere ΔCt-Werte zwischen 16,9 für das Lid und 19,7 für die primären Meibozyten (Ab-

bildung 27, Teil B). Die Unterschiede in der Genexpression zwischen primären Meibozyten (M 

= 19,7, SD = 5,19), Konjunktiva (M = 17,26, SD = 1,98) und Lidrest (M = 16,91, SD = 1,45) 

waren nicht signifikant (F (2,8) = 0,842, p > 0,05). Für mit Rosiglitazon stimulierte Meibozyten 

konnte die Expression von ELOVL4 ebenfalls nachgewiesen werden. 

Die Genexpression von SCD für primäre Meibozyten, Konjunktiva, Lid und mit Rosiglitazon 

stimulierte Meibozyten wurde untersucht (Abbildung 27, Teil C). SCD codiert für das Enzym 

Stearoyl-CoA Desaturase, welches an der Bildung von einfach ungesättigten Fettsäuren be-

teiligt ist. Die niedrigsten mittleren ΔCt-Werte und damit die höchste mittlere Genexpression 

zeigten die primären Meibozyten (M = 11,46, SD = 5,24). Für Konjunktiva (M = 16,75, SD = 

4,54) und Lid (M = 16,86, SD = 5,12) wurden im Mittel um circa 5 h here ΔCt-Werte für SCD 

gemessen und folglich eine geringere Genexpression. Der Mehrgruppenvergleich mittels ein-

faktorieller ANOVA lieferte keine Signifikanz für den gemessenen SCD-Expressionsunter-

schied (F (2,17) = 2,59, p > 0,05). Auch für Rosiglitazon stimulierte Meibozyten konnte eine 

Expression von SCD nachgewiesen werden. 

Die gemessene Genexpression von FABP4 (codierend für das fatty acid-binding protein 4) 

zeigte sich am höchsten für das Lid (M = 17,31, SD = 3,88), gefolgt von der Konjunktiva (M = 

18,2, SD = 2,59) und den primären Meibozyten (M = 24,01, SD = 4,24) (Abbildung 27, Teil D) 

Auch für mit Rosiglitazon stimulierte Meibozyten konnte FABP4 nachgewiesen werden. Die 

 ene pression von FABP4 (gemessen durch die ΔCt-Werte) unterschied sich statistisch hoch 

signifikant für die verschiedenen Gruppen (F (2,18) = 6,817, p < 0,01). Im paarweisen Ver-

gleich zeigte der Tukey post-hoc Test einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) in den ΔCt-

Werten zwischen primären Meibozyten und Konjunktiva. Die Genexpression von FABP4 der 

primären Meibozyten lag unter der der Konjunktiva, wie ein 5,8 niedriger ΔCt-Wert für die Kon-

 unktiva untermauert (Differenz der ΔCt-Werte zwischen primären Meibozyten und Konjunk-

tiva: 5,8, 95 %-CI[0,19, 11,44]). Die Differenz der ΔCt-Werte zwischen primären Meibozyten 

und Lid betrug 6,7, 95 %-CI[1,87, 11,55]. Dies entsprach einem hoch signifikanten Unterschied 

(p < 0,01) in der Genexpression (bzw. ΔCt-Werten) von FABP4 zwischen primären Meibozy-

ten und dem Lid. Zwischen der Genexpression von Lid und Konjunktiva ergab sich kein signi-

fikanter Unterschied, p = 0,91. 
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4.3.2 Expression von Genen der Muzine 

Die Expression der Gene für die Muzine MUC5AC und MUC16 wurde für primäre Meibozyten, 

mit Rosiglitazon stimulierte Meibozyten, Konjunktiva und das Lid untersucht. Abbildung 28 

stellt die durch die ΔCt-Werte gemessene Expression dar. 

 

Abbildung 28 Darstellung der Genexpression der Muzine MUC5AC und MUC16 

(A) Darstellung der Genexpression von MUC5AC in primären Meibozyten (n = 6), in Konjunk-

tiva (n = 6) und in Lidrest (n = 6). 

(B) Darstellung der Genexpression von MUC16 in primären Meibozyten (n = 11), in Konjunk-

tiva (n = 11) und in Lidrest (n = 8). 

** hoch signifikant auf einem Signifikanzniveau von α = 0,01 

Primäre Meibozyten, Konjunktiva und Lidreste wurden auf die Expression des Becherzellmar-

kers MUC5AC untersucht. Für primäre Meibozyten konnte kein Transkript detektiert werden 

(Ausnahme: Der ΔCt-Wert von 0 für MUC5AC bei primären Meibozyten bedeutet kein nach-

gewiesenes Transkript). Die höchste Genexpression von MUC5AC zeigte die Konjunktiva  

(M = 23,55, SD = 5,72) gefolgt von dem Lid (M = 25,26, SD = 4,13), wie Teil (A) der Abbildung 

28 darstellt. Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde bei nicht normalverteilter Stichprobe der ΔCt-

Werte für primäre Meibozyten auf einen signifikanten Unterschied zwischen den Gewebearten 

getestet. Der Unterschied in der Genexpression von primären Meibozyten, von Konjunktiva 

und Lid für MUC5AC zeigte sich als hoch signifikant, p < 0,01. Der paarweise Vergleich zeigte 

für die höhere Genexpression von MUC5AC der Konjunktiva gegenüber den primären Mei-

bozyten, als auch für die höhere Genexpression des Lids gegenüber der primären Meibozyten 

einen signifikanten Unterschied, p < 0,05. Dabei handelt es sich um starke Effekte nach Cohen 
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(d = 2,76 bzw. d = 4,39). Zwischen Konjunktiva und Lid fand sich kein signifikanter Unterschied 

in der Expression von MUC5AC, p = 0,74. 

Die Expression des Gens MUC16 wurde für primäre Meibozyten, Konjunktiva, Lid und mit 

Rosiglitazon stimulierte Meibozyten untersucht. Alle untersuchten Gewebe, inklusive der mit 

Rosiglitazon stimulierten Meibozyten, exprimierten MUC16. Wie in Abbildung 28 Teil (B) dar-

gestellt, finden sich die niedrigsten mittleren ΔCt-Werte und damit die höchste mittlere Genex-

pression von MUC16 bei den primären Meibozyten (M = 16,71, SD = 1,99), dicht gefolgt von 

der Konjunktiva (M = 17,47, SD = 5,74) und dem Lid (M = 19,6, SD = 2,86). Die Unterschiede 

der Genexpression für MUC16 zwischen den verschiedenen Geweben stellten sich in der 

durchgeführten einfaktoriellen ANOVA als nicht signifikant dar, (F (2,26) = 1,2, p > 0,05). 

4.3.3 Expression von Genen der Zytoskelettproteine 

Die Genexpression der Zytoskelettproteine smooth muscle actin (ACTA2), Vimentin (VIM) und 

der Keratine 5 (KRT5), 6 (KRT6) und 14 (KRT14) wurde für primäre Meibozyten, mit Rosigli-

tazon stimulierte Meibozyten, Konjunktiva und das Lid analysiert. In Abbildung 29 erfolgt die 

Darstellung der gemessenen ΔCt-Werte von ACTA2 und Vimentin. Die Genexpression der 

Keratine ist in Abbildung 30 visualisiert. 
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Abbildung 29 Darstellung der Genexpression von ACTA2 und Vimentin 

(A) Darstellung der Genexpression von smooth muscle actin (ACTA2) in primären Meibozyten 

(n = 11), in Konjunktiva (n = 10), in Lidrest (n = 9) und in mit Rosiglitazon stimulierten 

Meibozyten (n = 4). 

(B) Darstellung der Genexpression von Vimentin in primären Meibozyten (n = 4), in Konjunk-

tiva (n = 3), in Lidrest (n = 3) und in mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten  

(n = 3).  

* signifikant auf einem Signifikanzniveau von α = 0,05 

** hoch signifikant auf einem Signifikanzniveau von α = 0,01 

Die Genexpression von ACTA2, das für Smooth Muscle Actin (SMA) codiert, wurde unter-

sucht. Die gemessenen mittleren ΔCt-Werte sind in Teil (A) der Abbildung 29 visualisiert. Da-

bei zeigte sich die höchste Expression von ACTA2 für die primären Meibozyten (M = 10,75, 

SD = 1,03) gefolgt von den mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten (M = 13,76, SD = 3,49). 

Konjunktiva (M = 21,24, SD = 4,25) und Lid (M = 19,6, SD = 3,55) exprimierten gegenüber den 

primären Meibozyten weniger ACTA2. Die Genexpression von ACTA2 (gemessen durch die 

ΔCt-Werte) unterschied sich statistisch hoch signifikant für die verschiedenen untersuchten 

Gewebe, Welch-Test F (3, 9,45) = 30,8, p < 0,01. Sowohl der Unterschied von 10,49 der mitt-

leren ΔCt-Werte der primären Meibozyten gegenüber der Konjunktiva  

(-10,49, 95 %-CI[-14,31, -6,66]) als auch der Unterschied von 8,85 der mittleren ΔCt-Werte 

zwischen den primären Meibozyten und dem Lid (-8,84, 95 %-CI[-12,78, -4.91]), stellten sich 

im Games-Howell post-hoc Test als hoch signifikant (p < 0,01) dar. Die Unterschiede in der 
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Genexpression von ACTA2 zwischen mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten und Konjunk-

tiva (mittlere Differenz der ΔCt-Werte: -7,48, 95 %-CI[-12,66, -2,31]) und zwischen mit Rosigli-

tazon stimulierten Meibomdrüsen und Lid (mittlere Differenz der ΔCt-Werte: -5,84, 95 %-CI[-

11,1, -0,58]) zeigten sich im Games-Howell post-hoc-Test ebenfalls als hoch signifikant (p < 

0,01) (Rosiglitazon gegenüber Konjunktiva) beziehungsweise als signifikant (p < 0,05) (Ro-

siglitazon gegenüber Lid). Zwischen primären Meibozyten und mit Rosiglitazon stimulierten 

Meibozyten sowie zwischen Konjunktiva und Lid fanden sich keine signifikanten Unterschiede 

in der Genexpression von ACTA2, p = 0,45.  

Für Vimentin, ein Intermediärfilament des Zytoskeletts, zeigte sich die höchste Genexpression, 

respektive die geringsten mittleren ΔCt-Werte, für die primären Meibozyten (M = 3,86, SD = 

2,85), gefolgt von den mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten (M = 7,35, SD = 3,59), der 

Konjunktiva (M = 16,17, SD = 4,33) und dem Lid (M = 14,77, SD = 1,95). Die Berechnung einer 

einfaktoriellen ANOVA ergab einen hoch signifikanten Unterschied in der Genexpression von 

VIM (gemessen durch die ΔCt-Werte) zwischen primären Meibozyten, mit Rosiglitazon stimu-

lierten Meibozyten, Konjunktiva und Lidrest, F (3,9) = 27,42, p < 0,01. Die Expressionsunter-

schiede von Vimentin zwischen primären Meibozyten und der Konjunktiva (mittlere Differenz 

der ΔCt-Werte: -12,31 95 %-CI[-20,07, -4,56]) als auch zwischen primären Meibozyten und 

dem Lid (mittlere Differenz der ΔCt-Werte: -20,91, 95 %-CI[-28,67, -13,16]) zeigten sich im 

Tukey post-hoc-Test als hoch signifikant, p < 0,01. Zwischen primären Meibozyten und mit 

Rosiglitazon stimulierten Meibozyten fand sich kein signifikanter Unterschied in der Expression 

von Vimentin, p = 0,53. Die Expression von Vimentin der mit Rosiglitazon stimulierten Mei-

bozyten gegenüber der Vimentinexpression in der Konjunktiva war signifikant höher  

(-8,82, 95 %-CI[-17,11, -0,53]) (p < 0,05). Gegenüber dem Lid zeigte sich die höhere Vimenti-

nexpression der mit Rosiglitazon stimulierten Meibozyten als hoch signifikant (-17,42, 95 %-

CI[-25,71, -9,13]) (p < 0,05). Auch der E pressionsunterschied von  ,  ΔCt-Werten zwischen 

Konjunktiva und Lid für Vimentin zeigte sich im Tukey post-Hoc Test als signifikant (-8,6, 95 

%-CI[-16,89, -0,31]) (p < 0,05).  

Vor dem Hintergrund der möglichen Hyperkeratinisierung in der Pathogenese der Meibomdrü-

sendysfunktion wurden die primären Meibozyten, die Konjunktiva und das Lidgewebe auf die 

Expression der Keratine 5 (KRT5), 6 (KRT6) und 14 (KRT14) untersucht. Abbildung 30 zeigt 

die mittlere  ene pression der  eratine gemessen in mittleren ΔCt-Werten. 
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Abbildung 30 Darstellung der Genexpression der Keratine KRT5, KRT6 und KRT14 

(A) Darstellung der Genexpression von KRT5 in primären Meibozyten (n = 4), in Konjunktiva 

(n = 4) und in Lidrest (n = 4).  

(B) Darstellung der Genexpression von KRT6 in primären Meibozyten (n = 4), in Konjunktiva 

(n = 4) und in Lidrest (n = 4).  

(C) Darstellung der Genexpression von KRT14 in primären Meibozyten (n = 4), in Konjunktiva 

(n = 4) und in Lidrest (n = 4).  

* signifikant auf einem Signifikanzniveau von α = 0,05 

Für die Keratine 5, 6 und 14 zeigte sich stets die höchste Expression für die primären Mei-

bozyten, gefolgt von der Konjunktiva und dem Lid. Mit Rosiglitazon stimulierte Meibozyten 

wurden nicht auf die Genexpression der Keratine untersucht.  

Die mittlere Keratin 5 Expression für die primären Meibozyten lag bei 3,29 (SD = 2,17), für die 

Konjunktiva bei 8,9 (SD = 2,6) und für das Lid bei 8,69 (SD = 1,29). Die Berechnung einer 

einfaktoriellen ANOVA ergab einen signifikanten Unterschied in der Genexpression von KRT5 

(ΔCt-Werte) zwischen den Geweben, F (2,9) = 7,37, p < 0,05. Der paarweise Vergleich mittels 

Tukey post-hoc Test zeigte sowohl gegenüber der Konjunktiva (-5,61, 95 %-CI[-10,23, -0,99]) 

(p < 0,05) als auch gegenüber dem Lid (-5,4, 95 %-CI[-10,03, -0,78]) (p < 0,05) eine signifikant 

höhere Genexpression von KRT5. Konjunktiva und Lid Unterschieden sich in ihrer Genexpres-

sion nicht signifikant, p = 0,99. 
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Die mittlere Genexpression von KRT6 der primären Meibozyten lag bei 5,72 (SD = 3,85), für 

die Konjunktiva bei 10,9 (SD = 3,3) und für das Lid bei 11,48 (SD = 1,17). Die Unterschiede in 

der KRT6 Genexpression stellten sich signifikant dar (F (2,9) = 4,47, p < 0,05). Der paarweise 

Vergleich der KRT6 Expression zwischen den Geweben zeigte keine signifikanten Expres-

sionsunterschiede im sich anschließenden Tukey post-hoc-Test (jeweils p > 0,05). 

Für KRT14 wurde die mittlere Genexpression der primäre Meibozyten (M = 5,75, SD = 3,02), 

der Konjunktiva (M = 11,28, SD = 3,43) und des Lids (M = 11,49, SD = 0,14) gemessen. Die 

Genexpression zwischen den Geweben unterschied sich signifikant, F (2,9) = 6,07, p < 0,05. 

Im anschließenden Tukey post-hoc Test zum paarweisen Vergleich zeigte sich eine signifikant 

höhere Genexpression von KRT14 der primären Meibozyten sowohl gegenüber der Konjunk-

tiva (-5,53, 95 %-CI[-10,75, -0,31]) (p < 0,05) als auch gegenüber dem Lid  

(-5,74, 95 %-CI[-10,95, -0,51]) (p < 0,05). Zwischen der KRT14 Genexpression von Konjunk-

tiva und Lid wurde kein signifikanter Unterschied festgestellt, p = 0,99. 
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5 Diskussion 

5.1 Etablierung der primären Meibomdrüsenepithelzellkulturen 

5.1.1 Primäre Meibomdrüsenepithelzellkultur aus Überschussgewebe der lateralen Zügel-

plastik  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang die Etablierung von 55 primären Auswachskulturen 

aus Meibomdrüsengewebe. Aus Überschussgewebe von 29 Männern, 21 Frauen und 5 Spen-

dern unbekannter Daten, konnte die bis heute umfassendste Zellkultur aus Meibomdrüsenge-

webe aufgebaut werden. Gerade vor dem Hintergrund der individuellen Unterschiede zwi-

schen den Spendergeweben ist die Größe des Spenderkollektives entscheidend. Es konnte 

gezeigt werden, dass sowohl Überschussgewebe von Frauen als auch von Männern zur Etab-

lierung primärer Meibomdrüsenepithelzellkulturen geeignet ist. Die Etablierung gelang bei 

93,2 % der in Kultur genommenen Gewebeproben. Damit konnten die zwei wesentlichen Ziele 

der Arbeit erreicht werden. Zum einen, dass die Isolierung und Etablierung einer primären 

Meibomdrüsenkultur möglich ist und dass zur Kultivierung sowohl Gewebe von männlichen 

als auch weiblichen Patienten verwendet werden kann. Diese Ergebnisse decken sich weitge-

hend mit den von Liu et al. im Jahr 2010 in Vorarbeiten für die bis heute einzige verfügbare 

Zelllinie humaner Meibomdrüsenepithelzellen etablierten neun primäre Meibomdrüsenepithel-

zellkulturen aus Überschussmaterial von 5 Frauen und 4 Männern (121). Im Unterschied zu 

Liu et al. wurden die Meibomdrüsenzellkulturen nicht in Suspensionstechnik, sondern ohne 

vorherige enzymatische Vorbehandlung und Isolierung in Explantationskulturtechnik etabliert. 

Vergleichbare Resultate unterstreichen die Funktionalität des weniger aufwendigen und weni-

ger zeitintensiven Etablierungsverfahrens und stellen eine geeignete Möglichkeit für die Etab-

lierung von primären Meibomdrüsenepithelzellkulturen im größeren Maßstab dar. Erleichternd 

für die praktische Arbeit mit der primären Meibomdrüsenzellkultur wurde kein negativer Ein-

fluss der Dauer zwischen dem Zeitpunkt der Probengewinnung und dem Zeitpunkt der Kulti-

vierung auf das Auswachsen der Meibomdrüsenstücke festgestellt. Bei adäquater Verwahrung 

der Gewebestücke wurde für ein zeitlichen Abstand zwischen Probengewinnung und Kultivie-

rung von bis zu 7 Tagen keine Auswirkung auf die Kultivierung und das Auswachsen der Mei-

bomdrüsenzellen beobachtet. Auffallend war ein langsames Wachstum und lange Generati-

onszeiten von etwa 19 Tagen der primären Meibomdrüsenepithelzellen. Auch diese Eigen-

schaften der primären Meibomdrüsenzellen beschrieben Liu et al. in ihren Untersuchungen 

(121). Die Kultivierung der primären Meibomdrüsenzellkulturen gelang maximal bis zur dritten 

Passage. Ähnliche Ergebnisse finden sich für die den Meibozyten ähnlichen Sebozyten der 

Haut. Hier gelang die Kultivierung primärer Sebozyten der Haut aus Explantatgewebe auch 

bis zur dritten Passage (126). Der Arbeitsgruppe von Liu gelang in Vorarbeiten für die immor-

talisierte Zelllinie humaner Meibozyten (HMGECs) die Kultivierung einer Primärzellkultur aus 
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Meibozyten bis zur fünften Passage (121). Nicht vermeidbar ist darüber hinaus die aus den 

jeweiligen Spendern resultierende Variabilität der primären Zellen, die direkte Vergleiche er-

schwert (124). Mikroskopisch zeigte sich eine typische polygonale epitheliale Morphologie der 

Meibomdrüsenzellen, die auch von Liu et al. (121) bei humanen und von Rho et al. bei Mei-

bomdrüsenzellen von Kaninchen (120) beschrieben wurde.  

Zusammenfassend bestätigt sich das in geringem Maße schwankende, aber begrenzte 

Wachstumspotential und die limitierte Lebensdauer der primären Meibomdrüsenepithelzellkul-

turen. Das steht im Einklang mit dem häufig für verschiedene primäre Zellkulturen beschrie-

benem begrenzten Wachstumspotential aufgrund von Alterungsprozessen und genetischen 

Veränderungen zwischen den Generationen (125). Das langsame Wachstum der Meibomdrü-

senepithelzellen mit langer Generationszeit und begrenztem Wachstumspotential zeigte sich 

in vitro als charakteristisch für die primäre Meibomdrüsenzellkultur und unterstreicht die an-

spruchsvolle und schwierige Kultivierung der Zellkultur. Die beobachteten Eigenschaften der 

Meibomdrüsenzellen unter Kulturbedingungen decken sich auch mit der in vivo beschriebenen 

Vulnerabilität der Meibomdrüsenzellen und ihrer Tendenz unter nicht optimalen Bedingungen 

zu atrophieren, wie die eingangs aufgeführten Forschungsergebnisse zu Meibomdrüsenzellen 

und ihrer Rolle in der Entstehung der MGD nahelegen (siehe Kapitel 2.2.5) 

5.1.2 Primäre Meibomdrüsenepithelzellkultur aus Tarsi von Körperspendern 

Die Etablierung einer primären Meibomdrüsenepithelzellkultur aus Tarsi von Körperspendern 

konnte im Gegensatz zu der aus Überschussgewebe aus der lateralen Zügelplastik nicht ge-

zeigt werden. Dies unterstreicht die in verschiedenen Untersuchungsmodellen beobachtete 

Vulnerabilität der Meibomdrüsen gegenüber Umwelteinflüssen, wie eine austrocknende Um-

gebung und ihre Anfälligkeit unter nicht optimalen Bedingungen schnell zu atrophieren (94, 

96). Die Dauer von mindestens 24 Stunden bis maximal 48 Stunden zwischen Sterbezeitpunkt 

und Entnahmezeitpunkt könnte womöglich zu lange sein, um vitales Gewebe mit Meibomdrü-

sen mit noch intaktem Stoffwechsel zu entnehmen. Obwohl im Vergleich zum Überschussma-

terial der lateralen Zügelplastik ein Vielfaches der Gewebemenge präpariert werden konnte, 

gestaltete sich die Kultivierung als wesentlich schwieriger. Die reine Menge an verfügbarem 

Gewebe scheint daher nicht entscheidend zu sein, sondern vielmehr die Intaktheit der ent-

nommenen Meibomdrüsenzellen. Ein weiterer Aspekt ist die bei allen Körperspendern zuvor 

durchgeführte Entnahme der Cornea für die Organspende. Eine möglicherweise schädliche 

Interaktion oder Reizung des Gewebes im Entnahmeprozess ist nicht auszuschließen. Eine 

weitere Herausforderung in der Etablierung der primären Meibomdrüsenzellkultur aus Tarsus-

gewebe von Körperspendern stellte die Kontamination des Primärgewebes bei Übertragung 

auf die Zellkultur dar. In angelegten Kulturen aus Tarsusgewebe von Körperspendern der Ana-

tomie wurden Kontaminationen mit Hefen und anderen Pilzen festgestellt. Insbesondere in 

Explantatkulturen sind Kontaminationen eine lang bekannte Herausforderung (199). Unter den 
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sterilen Operationsbedingungen im Rahmen der lateralen Zügelplastik konnte bei Primärge-

webe aus Überschussmaterial diese Kontamination besser vermieden werden. Jedoch ist auf-

grund des kleinen Spenderkollektives aus 5 Körperspendern eine allgemeingültige Aussage 

über die prinzipielle Machbarkeit der Etablierung von Meibomdrüsen aus postmortalem Ge-

webe nicht möglich. Eine weitere Verfolgung des Ansatzes unter angepassten Bedingungen, 

wie beispielsweise optimierte Zeitabläufe, stellt gerade vor dem Hintergrund der höheren Ge-

webemenge eine vielversprechende Option dar.  

5.1.3 Allgemeine Herausforderungen der Etablierung einer primären Meibomdrüsenepithel-

zellkultur 

Eine große Herausforderung stellt neben der begrenzten Proliferationsfähigkeit das begrenzt 

zur Verfügung stehende Ausgangsmaterial zur Etablierung der primären Meibomdrü-

senepithelzellkultur dar, das auch andere Arbeitsgruppen wie die um Liu et al. als erschwerend 

in dem Aufbau einer primären Meibomdrüsenepithelzellkultur ansehen (121). Hinzu kommt 

eine hohe Variabilität der Qualität des gespendeten Gewebes, mit zum Teil keinen oder atro-

phierten Drüsen im Spendematerial. Das durchschnittliche Alter zum Spendezeitpunkt von 

77,6 Jahren stellt, vor dem Hintergrund des bekannten Risikofaktors Alter für die Meibomdrü-

sendysfunktion, eine weitere Herausforderung dar (2, 3). Die häufig in der Literatur beschrie-

bene reduzierte zelluläre Aktivität und Lipidproduktion der Meibomdrüsenzellen im Alter ist 

auch für die Kultivierung der Meibomdrüsenzellen als erschwerend anzusehen (88, 89).  

Von großer Bedeutung für die Kultivierung der vulnerablen Meibomdrüsenzellen erwiesen sich 

optimale Kulturbedingungen. Als grundlegende Voraussetzung für ein Auswachsen der Mei-

bomdrüsenzellen aus den Meibomdrüsenstücken stellte sich die Adhärenz der Meibomdrü-

senstücke am Boden der 6-Well-Mikrotitierplatte heraus. Mit luftblasenfrei aufgelagerten Deck-

gläschen konnte dies erreicht werden. Weiterhin war die exakte Einhaltung der zeitlichen Ab-

stände des Kulturmediumwechsels wichtig, um die Proliferation der Meibomdrüsenzellen auf-

recht zu erhalten.  

5.1.4 Kultivierung der Meibomdrüsenzellen 

Meibomdrüsenzellen durchlaufen physiologisch verschiedene Differenzierungsstadien bis hin 

zum Zelltod in der Produktion ihres holokrinen Sekrets, dem Meibum (67). Diese Eigenschaft 

der Differenzierung ist bei den primären Meibomdrüsenzellen aus Meibomdrüsengewebe in 

vitro erhalten. Die Kultivierung der primären Meibomdrüsenzellen ist jedoch wesentlich von 

einer intakten Proliferation abhängig, die im Laufe des physiologischen Differenzierungspro-

zesses abnimmt (69). Daraus resultieren Herausforderungen an die Kulturbedingungen in der 

Etablierung einer primären Meibomdrüsenzellkultur aus Meibomdrüsengewebe. Die Etablie-

rung der Meibomdrüsenzellkulturen aus explantiertem Gewebe ist entscheidend von den 
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eingesetzten Kulturmedien abhängig. Das im Rahmen der Etablierung der primären Meibom-

drüsenzellkulturen entwickelte Kultivierungsprotokoll berücksichtigt die spezifischen Anforde-

rungen der Meibomdrüsenzellen zum jeweiligen Kultivierungszeitpunkt. Das Auswachsen der 

Zellen aus den Gewebestücken erfordert initial ein Medium, welches die Proliferation der Zel-

len begünstigt. Als geeignet stellte sich ein wachstumsfaktorenthaltendes (EGF) Medium mit 

FBS, Choleratoxin und Antibiose heraus. Eine ähnliche Mediumzusammensetzung verwen-

dete die Arbeitsgruppe um Sullivan erfolgreich in der Kultivierung ihrer Meibomdrüsenepithel-

zellkultur (26). Auch in zahlreichen weiteren Zellkulturprotokollen für Meibomdrüsenzellen und 

andere epitheliale Zellen finden ähnliche Mediumzusammensetzungen Anwendung und be-

günstigen insbesondere die Zellproliferation (26, 121, 139, 178). Wurden die Zellen nach dem 

Auswachsen in dem Auswachsmedium weiterkultiviert, differenzierten die Zellen rasch bei ab-

nehmender Proliferation. Unter diesen Bedingungen war eine weitere Kultivierung und ein 

Passagieren der Meibomdrüsenzellen nicht möglich. Ein Mediumwechsel nach dem Auswach-

sen der Zellen auf das Proliferationsmedium (CnT-BM.1/CnT-57) ermöglichte weiteres Zell-

wachstum und die weitere Kultivierung durch Unterbinden einer frühzeitigen Differenzierung. 

Das Medium (CnT-BM.1/CnT-57) zeigte sich in verschiedenen Kulturen epithelialer Zellen wie 

beispielsweise der Haut, der Cornea und der Blase als geeignet, um Zellwachstum und Isolie-

rung der Zellen zu ermöglichen, ohne die Zelldifferenzierung zu initiieren (200-202). 

Im Vergleich zu der in Studien zur MGD häufig untersuchten humanen Zelllinie (HMGECs) 

ergeben sich bezüglich der Kultivierung und Differenzierung der Meibomdrüsenzellen unter-

schiedliche Herausforderungen. Die langfristige in vitro-Kultivierung der HMGECs wird durch 

Immortalisierung, die eine physiologische Induktion des Zelltods unterbindet, erreicht (121). 

Daraus resultiert die Herausforderung wie die für Meibomdrüsenzellen charakteristische Dif-

ferenzierung initiiert werden kann, die für die Lipidproduktion eine entscheiden Rolle spielt. 

Zahlreiche Faktoren, wie ein serumhaltiges Medium,  nsulin,   F, Azithromycin sowie PPARγ- 

Agonisten und weitere wurden untersucht, inwiefern diese die Differenzierung, die Regulation 

und insbesondere die Lipidproduktion der HMGECs beeinflussen und erhöhen können (121, 

139, 144, 146-148). Demgegenüber ist die physiologisch ablaufende Differenzierung der Mei-

bomdrüsenzellen in der Explantatkultur erhalten. Die primären Meibomdrüsenzellen differen-

zieren in einem entsprechenden Medium relativ rasch, was jedoch die langfristige in vitro-Kul-

tivierung erschwert. Die Kultivierung der primären Meibomdrüsenzellen ist daher von einer 

Aufrechterhaltung der Zellproliferation durch ein Herauszögern der Differenzierung abhängig, 

welche in dem entsprechenden Proliferationsmedium (CnT-BM.1/CnT-57) besser gelingt. Un-

ter diesen Kulturbedingungen gelang die Kultivierung der Primärzellkulturen bis zur dritten 

Passage. Trotz der im Vergleich zu den HMGECs kürzeren Kultivierungsdauer könnten die 

primären Meibomdrüsenzellkulturen als Forschungsmodell zur MGD einen wichtigen Vorteil 

mit sich bringen. Durch die zu dem Ursprungsgewebe der humanen Meibomdrüsen ähnlichere 
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Physiologie der primären Meibomdrüsenzellen, wie der erhaltenen Zelldifferenzierung, könn-

ten die in vitro gewonnen Forschungsergebnisse besser auf die humanen Meibomdrüsen in 

vivo übertragbar sein.  

5.1.5 Einfluss von ROCK-Inhibitoren auf die Kultivierung von Meibozyten 

Die Hemmung der Rho/ROCK-Signalübertragung in primären Meibomdrüsenzellen durch den 

selektiven ROCK-Inhibitor Y-27632 wurde untersucht. Der Einsatz von ROCK-Inhibitoren 

zeigte in verschiedenen Studien mit Zellkulturen, wie Hornhautendothelzellen und embryona-

len Stammzellen, einen günstigen Einfluss auf die Zelladhäsion, die Zellproliferation, die Zell-

motilität und eine antiapoptotische Wirkung (169-174). Für die primäre Meibomdrüsenzellkul-

tur wurde als interessierende Einflussgröße der Rock-Inhibierung die Zellaktivität, gemessen 

in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU), betrachtet. Dabei zeigte sich eine geringfügig höhere 

Zellaktivität (RFU) in Zellkulturen, die mit ROCK-Inhibitor kultiviert wurden. Aufgrund der ge-

ringen Unterschiede in der Zellaktivität zwischen den mit ROCK-Inhibitor kultivierten und den 

Kontrollzellkulturen sowie den innerhalb der Zellkulturreihen stark schwankenden Fluoreszen-

zeinheiten, wie hohe Standardabweichungen verdeutlichen, können diese Unterschiede ver-

nachlässigt und ein direkter Einfluss des ROCK-Inhibitors auf die Meibozyten nicht beurteilt 

werden. Vielmehr auffallend ist die hohe Variabilität zwischen den einzelnen Spenderproben 

und damit zwischen den verschiedenen Ausgangsgeweben der Spender. Zusammengenom-

men unterstreichen diese Beobachtungen, dass die ursprünglichen Meibomdrüsenzellen der 

Gewebeproben entscheidender für die Zellaktivität und die Vitalität der Meibomdrüsenzellen 

sind als der Zusatz des spezifischen ROCK-Inhibitors zum Kulturmedium. Für die primären 

Meibomdrüsenzellen konnte weder ein positiver noch negativer Einfluss auf das Proliferations-

verhalten und die Zellaktivität durch ROCK-Inhibitoren gesichert werden.  

5.2 Lipidfärbungen der primären und stimulierten Meibomdrüsenzellen 

Zentraler Aspekt in der Forschung zur MGD an verschiedenen Meibomdrüsenzellmodellen ist 

die Untersuchung der Physiologie und des Stoffwechsels der Meibomdrüsenzellen. Auch in 

dieser Forschungsarbeit ist insbesondere die Lipidproduktion der Meibomdrüsenzellen und 

deren Regulation von großem Interesse. Mittels histochemischer Lipidfärbung konnte die ent-

scheidende Eigenschaft von Meibomdrüsenzellen Lipide produzieren und anreichern zu kön-

nen für die etablierten Zellkulturen aus Meibomdrüsengewebe nachgewiesen werden. Damit 

konnte eine wichtige Fragestellung der Forschungsarbeit beantwortet werden. Die etablierten 

Meibomdrüsenzellen färbten sich in den durchgeführten Lipidfärbungen für neutrale Lipide (Oil 

Red O und Sudanfärbung) in charakteristischerweise an. Diese Beobachtung deckt sich mit 

dem Lipidnachweis mittels Oil Red O Färbung in Meibomdrüsenzellen in Studien zur Erfor-

schung des Meibomdrüsenkarzinoms (122). Bei Betrachtung unter dem Mikroskop in höherer 

Vergrößerung zeigte sich in den Meibomdrüsenzellen die Ansammlung der Lipide in Form von 
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Vesikeln. Die Speicherung der Lipide in Vesikeln ist histologisch beschrieben für Meibomdrü-

senzellen der humanen Meibomdrüse (203) und findet sich auch in dieser Form in HMGECs 

wieder (142, 143, 149). Ein durchschnittlicher Lipidanteil von etwa 7 % an der Gesamtfläche 

einer basalen noch proliferierenden Meibomdrüsenzelle bis zu über 20 % Lipidanteil bei einer 

stimulierten Meibomdrüsenzelle konnte mit einer Bildanalysesoftware festgestellt werden. 

Diese Anteile demonstrieren in vitro die Wichtigkeit der Lipidproduktion im Stoffwechsel der 

Meibomdrüsenzellen und unterstreichen die in vivo bekannte Funktion als Lipidproduzent für 

den Tränenfilm (40, 41). Die Ergebnisse legen nahe, dass die Lipidproduktion je nach Zellzyk-

lus und Regulation, neben Zellwachstum und Proliferation einen entscheidenden Anteil am 

Stoffwechsel der Meibomdrüsenzellen einnimmt. Bei genauer Betrachtung zeigte sich bei ab-

nehmender Proliferation der Zellen eine gesteigerte Akkumulation der Lipide in der Oil Red O 

und der Sudanfärbung. Dies könnte auf eine höhere Stoffwechselaktivität der Meibomdrüsen-

zelle nach Differenzierung zurückzuführen sein. Ähnliche Phänomene wurden sowohl bei Zell-

kulturen mit Sebozyten der Haut, die den Meibozyten ähneln, als auch von der Arbeitsgruppe 

um Liu in Vorarbeiten für die humane Meibomdrüsenepithelzelllinie (HMGECs) beobachtet 

(121, 204). Auch vor dem Hintergrund des bekannten physiologischen Differenzierungs- und 

Reifungsprozesses von Meibozyten in vivo erscheint das beobachtete Phänomen realistisch. 

Dort wird im Rahmen der Differenzierung eine zunehmende Einlagerung von Lipiden bei 

gleichzeitigem Verlust der Proliferationsfähigkeit beobachtet, bevor die Meibozyten apopto-

tisch und als Teil des Meibums sekretiert werden (69, 203).  

Bereits in verschiedenen Untersuchungen am Tiermodell, an murinen sowie humanen Mei-

bomdrüsenepithelzelllinien konnten verschiedene Forschungsgruppen den PPARγ-Signalweg 

als einen entscheidenden Faktor in der Lipidsynthese, der Zellproliferation und der Differen-

zierung von Meibomdrüsenzellen identifizieren (92, 160). Im Rahmen von Alterungsprozessen 

und der Entstehung einer M D wurden Veränderungen in der Zellregulation über PPARγ-Re-

zeptoren als zentrale Mechanismen beschrieben (24, 28). Die Aktivierung des Signalwegs 

durch Stimulation des PPARγ-Rezeptors in Meibomdrüsenzellen mit PPARγ-Agonisten, wie 

Rosiglitazon, stellte sich in vielen Studien als äußerst geeignet heraus, um die Differenzierung 

von Meibomdrüsenzellen und die Lipidsynthese zu induzieren (29). Rosiglitazon führte im Tier-

modell, bei murinen Meibomdrüsenepithelzellen und HMGECs zu dem Austritt aus dem Zell-

zyklus, einem Anstieg der Genexpression von Genen des Lipidstoffwechsels und zu einer mit 

Lipidfärbungen nachgewiesenen signifikant erhöhten Lipidakkumulation in HMGECs (27, 29, 

31, 162, 163). In der vorliegenden Arbeit werden diese Ergebnisse auf die im Rahmen der 

Forschungsarbeit neu etablierten primären Meibomdrüsenepithelzellkulturen erweitert und die 

Rolle des PPARγ-Signalwegs bei der Kontrolle der Lipidproduktion und der Expression spezi-

fischer an der Lipidsynthese beteiligter Meibozytengene untersucht. Eine Rosiglitazonkonzent-

ration von 30 µmol/l wurde für die Stimulation der primären Meibomdrüsenzellkulturen 
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eingesetzt. Diese zeigte in verschiedenen Forschungsarbeiten bei eingesetzten Rosiglitazon-

konzentrationen zwischen 10 µmol/l und 50 µmol/l eine optimale Stimulation der Meibomdrü-

senzellen (27, 29, 31, 153). Die Ergebnisse der Oil Red O Lipidfärbung zeigten im Vergleich 

der basalen mit den stimulierten primären Meibomdrüsenepithelzellen eine deutliche Steige-

rung der Lipidakkumulation in Meibomdrüsenepithelzellen nach Stimulation mit Rosiglitazon. 

Der Lipidanteil an der Zellfläche als auch die Lipiddichte und die angefärbte Intensität stellte 

sich deutlich erhöht dar. Durch die quantitative Bildanalyse der mit Oil Red O gefärbten Mei-

bomdrüsenepithelzellen wurde eine signifikante Zunahme des durchschnittlich eingenomme-

nen Lipidanteils an der Zellfläche von circa 7,1 % Lipidanteil bei basalen Meibomdrüsenzellen 

auf circa 20,2 % Lipidanteil bei stimulierten Meibomdrüsenzellen bei einer vergleichbaren 

durchschnittlichen Zellgröße dokumentiert. Diese Ergebnisse zeigen einen starken Effekt des 

PPARγ-Agonisten Rosiglitazon auf die primären Meibomdrüsenzellen, der im Einklang mit den 

beschriebenen Effekten von Rosiglitazon auf HMGECs, murinen Meibomdrüsenepithelzellli-

nien und weiteren Tiermodellen steht. Damit konnte die eingangs aufgestellte Hypothese, die 

Lipidsynthese primärer Meibomdrüsenzellen werde durch den PPARγ-Agonisten Rosiglitazon 

beeinflusst, bestätigt werden. Ausblickend sind Analysen des Lipidprofils der stimulierten pri-

mären Meibomdrüsenzellen von besonderem Interesse, da bisherige Meibomdrüsenzellmo-

delle, wie HMGECs, unter Stimulation mit verschiedenen Faktoren auch Meibom-untypische 

Lipidklassen synthetisierten (140, 155).  

5.3 Genexpression der primären und stimulierten Meibomdrüsenzellen 

Die Genexpression der etablierten primären Meibomdrüsenzellkulturen wurde zur besseren 

Charakterisierung und zur möglichen Identifizierung von Markergenen für Meibozyten be-

stimmt. Vergleichend wurde die Genexpression von Konjunktiva und Lidrest (Muskulatur/Bin-

degewebe), die während der Präparation des Spendertarsus gewonnen wurden, untersucht. 

Die Expression von Genen des Fettstoffwechsels, der Muzine und der Zytoskelettproteine, die 

in der Literatur im Zusammenhang mit den untersuchten Geweben stehen, wurde analysiert. 

Die Ergebnisse sind aufgrund des nur stark begrenzt zur Verfügung stehende Ausgangsge-

webes, individueller Unterschiede im Spendergewebe, der anspruchsvollen Kultivierung der 

primären Meibomdrüsenzellkulturen und der verlustreichen RNA-Gewinnung als explorativ zu 

betrachten.  

Für die primären Meibomdrüsenzellen konnte gezeigt werden, dass sie alle untersuchten 

Gene des Fettstoffwechsels in unterschiedlicher Ausprägung exprimierten (PLIN2, ELOVL4, 

SCD, FABP4). Für mit Rosiglitazon stimulierte Meibomdrüsenzellen gelang ebenfalls der 

Nachweis aller Fettmarkergene. Verglichen mit der Konjunktiva und dem Lidrest fanden sich 

für die Gene PLIN2, ELOVL4 und SCD tendenziell höhere Expressionswerte. Die Expres-

sionsunterschiede wiesen allerdings keine Signifikanz auf. Für FABP4 fanden sich dagegen 
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sogar signifikant geringere Expressionswerte gegenüber Konjunktiva und Lid. Die untersuch-

ten Fettmarker sind teilweise auch für HMGECs untersucht. So wiesen Kim et al. eine Genex-

pression von PLIN2 in HMGECs nach, die unter Rosiglitazon signifikant hochreguliert wurde 

(27). Dies deckt sich mit der tendenziell höher gemessenen Expression von PLIN2 unter Ro-

siglitazon für die kultivierten primären Meibomdrüsenzellen. Die Expression der Fettmarker 

PLIN2, ELOVL4 und SCD ist für Meibomdrüsenzellen des Azinus beschrieben (182-184). Der 

physiologische Sekretionsmechanismus der Meibomdrüsen, bei dem die Meibozyten ausge-

hend von randständigen Basalzellen verschiedene Differenzierungsstadien durchlaufen, führt 

zu der Einlagerung von Lipiden und zu vollständig differenzierten Meibozyten des Meibomdrü-

senazinus (68). Die nur gering höhere Expression der Fettmarker in Meibozyten gegenüber 

den anderen untersuchten Geweben deutet darauf hin, dass die Zellen in Kultur keine voll-

ständige Meibozytendifferenzierung durchlaufen und noch nicht identifizierte Kulturbedingun-

gen für die Differenzierung benötigen. Ähnliche Beobachtungen machten Rho et al. für die 

Expression der Acyl-CoA-Wachs-Alkohol-Acyltransferase 2 (AWAT2), die an der für Meibozy-

ten typischen Wachsestersynthese beteiligt ist. In kultivierten Meibomdrüsenzellen von Kanin-

chen ging die AWAT2-Expression für primäre Zellen verloren, was auf eine nicht vollständige 

Differenzierung oder sogar auf einen Verlust der Differenzierung unter Kulturbedingungen hin-

deutet (120).  

Die Expression der durch ihre Wasserbindungsfähigkeit für die Stabilität des Tränenfilms wich-

tigen Muzine wurde für die genannten Gewebe gemessen. Das membranständige Muzin 

MUC16 das in den Tränenfilm ragt und so für eine Haftung der wässrigen Komponente sorgt 

und das von den Becherzellen der Bindehaut sezernierte Muzin MUC5AC als Schleimbestand-

teil wurden untersucht (205). Für die kultivierten primären Meibomdrüsenzellen konnte kein 

Transkript für MUC5AC detektiert werden. Die höchste Expression von MUC5AC fand sich in 

der Konjunktiva, was im Einklang mit der beschriebenen Sekretion von MUC5AC durch in der 

Konjunktiva gelegenen Becherzellen steht (185, 186). Durch die großen Expressionsunter-

schiede von MUC5AC zwischen primären Meibomdrüsenzellen und Konjunktiva ist eine Ver-

unreinigung der Zellkultur mit aus der Konjunktiva stammenden Becherzellen damit unwahr-

scheinlich. Für murine Meibomdrüsenepithelzellen ist in Transkriptomanalysen eine Expres-

sion von Muzinen, unter anderem der untersuchtem Muzine MUC5AC und MUC16, beschrie-

ben (187). Für MUC16 konnte dies auch für die humanen primären Meibomdrüsenepithelzel-

len nachgewiesen werden. Die Expression von MUC16 stellte sich in vergleichbarer Höhe zu 

der Konjunktiva und dem Lid dar.  

Die Analyse der Genexpression der Zytoskelettproteine ACTA2, Vimentin und der Keratine 5, 

6 und 14 zeigte für die primären Meibozyten die höchsten Expressionswerte. Die Validität der 

Messergebnisse der Zytoskelettproteine einschränkend sind die höheren Genexpressions-

werte der primären Meibomdrüsenepithelzellen und die ähnlich hohen oder teilweise höheren 
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Genexpressionswerte der Konjunktiva gegenüber dem Lidrest. Für den Lidrest wären aufgrund 

seiner bindegewebigen Zusammensetzung die höchsten Expressionswerte zu erwarten. Un-

geachtet der genauen Expressionshöhe scheinen die Zytoskelettproteine für die primären Mei-

bomdrüsenepithelzellen in Kultur von Bedeutung zu sein. So kann unter anderem der Diffe-

renzierungsstatus einer Meibomdrüsenazinuszelle durch das Expressionsmuster bestimmter 

Zytokeratine identifiziert werden (186, 206, 207). Auch für HMGECs wurde eine mit der Zeit 

zunehmende Bildung von Keratinfilamenten durch Serum vermittelte Induktion der Differen-

zierung festgestellt (140). Darüber hinaus wird in der Pathogenese der MGD die Rolle von 

Keratinen und insbesondere die der Hyperkeratinisierung der Meibomdrüsenzellen mit folgen-

der Obstruktion und Blockade der Meibomdrüsenöffnung kontrovers diskutiert (16-19). Vor 

diesem Hintergrund sind die gemessenen Expressionsergebnisse der Keratine 5, 6 und 14 für 

die kultivierten primären Meibomdrüsenepithelzellen einzuordnen. Die gemessenen hohen Ex-

pressionswerte der Keratine legen nahe, dass die primären Meibomdrüsenzellen unter den 

gegenwärtigen Kulturbedingungen eine Neigung zur Expression bestimmter Zytokeratine auf-

weisen. Dies gilt auch für ACTA2 und Vimentin, die ebenfalls in primären Meibozyten höhere 

Expressionswerte gegenüber der Konjunktiva und dem Lidrest aufwiesen. Diese Beobachtung 

findet sich auch für murine Meibomdrüsen wieder. Hier wurde in Untersuchungen eine hohe 

Expression von Keratin 14 nachgewiesen (192). Die Kultivierung der primären Meibomdrüsen-

zellen mit Rosiglitazon reduzierte tendenziell die Expressionshöhe von ACTA2 und Vimentin, 

allerdings ohne einen signifikanten Unterschied zu verursachen.  

Die kultivierten primären Meibomdrüsenzellen exprimieren, wie eingangs in Hypothese 7 ver-

mutet, meibomdrüsen-typische Gene, die mit denen in der Literatur übereinstimmen. Unter 

Betrachtung der Ergebnisse der Genexpressionsanalyse konnte jedoch kein eindeutiger Mei-

bozytenmarker identifiziert werden. Vor diesem Hintergrund bietet sich eine Ausweitung der 

Genanalyse außerhalb und innerhalb der drei untersuchten Klassen des Fettstoffwechsels, 

der Muzine und der Zytoskelettproteine, die alle mit der Funktion der Meibomdrüsenzellen oder 

der Pathophysiologie der Meibomdrüsendysfunktion assoziiert sind, an. Zudem legen die Er-

gebnisse der Genexpressionsanalyse nahe, dass die gegenwertigen Zellkulturbedingungen 

die Meibozytendifferenzierung und die Expression von für den Stoffwechsel der Meibomdrü-

sen kritischer Gene nicht optimal fördert. Eine Verbesserung der Kulturbedingungen unter Er-

forschung kritischer Signalwege der Meibozytendifferenzierung könnte dazu beitragen eine in 

vivo ähnlichere Umgebung zu schaffen. Die in vivo beschriebene Eigenschaft der Meibomdrü-

senzellen unter nicht optimalen Bedingungen zu atrophieren, spiegelt sich in dem in vitro be-

obachtetem Genexpressionsmuster wider (94, 96). Die eingangs aufgestellte Hypothese 8, die 

Differenzierung mit dem PPARγ-Agonisten Rosiglitazon verändere die Genexpression der 

Meibomdrüsenzellen, konnte nicht abschließend beantwortet werden. Für einzelne Gene, wie 



Diskussion 

92 

PLIN2, ACTA2 und Vimentin, ist eine Regulation möglich, die geringen Unterschiede sowie 

die Probenanzahl erlauben jedoch keine endgültige Bewertung. 

5.4 Die primäre Meibomdrüsenepithelzellkultur als Modell zur Untersuchung 

der Meibomdrüsendysfunktion 

Geeignete Meibomdrüsenmodelle für die präklinische Forschung sind rar. Die Bedeutung der 

etablierten Meibomdrüsenzellkulturen, ihre Möglichkeiten und Unterschiede neben den er-

wähnten Tiermodellen und der von der Arbeitsgemeinschaft um Liu etablierte Zelllinie mensch-

licher Meibomdrüsen (HMGEC) eines männlichen Spenders, wird im Folgenden diskutiert. Die 

Zelllinie der HMGECs diente der Identifizierung zahlreicher Faktoren und Signalwege, die die 

Aktivität von Meibomdrüsenepithelzellen regulieren und eine Rolle in der Entwicklung der MGD 

spielen könnten (31, 121, 159). Als einschränkend für die HMGEC als Forschungsmodell der 

MGD stellte sich ein unterschiedliches Differenzierungsverhalten, eine begrenzte Lipidproduk-

tion sowie ein divergierendes Lipidprofil (26, 154) und ein geringer Einfluss von Sexualhormo-

nen (155) auf die Lipidakkumulation der Meibozyten in vitro, gegenüber den Meibozyten in 

vivo heraus. Hinzu kommt die für eine langfristige in vitro-Kultivierung notwendige Immortali-

sierung von HMGECs, die eine physiologische Induktion des Zelltods unterbindet (121). Die 

etablierten Zellkulturen primärer Meibomdrüsenzellen weisen als Modellsystem gegenüber der 

sekundären Zelllinie der HMGEC den großen Vorteil auf, am ehesten dem Ursprungsgewebe 

und damit dem in vivo Zustand mit einer normalen Physiologie zu entsprechen. Die kultivierten 

Zellen sind in der Lage Lipide zu produzieren und unterliegen in ihrer Produktion einer Regu-

lation, wie stellvertretend die beobachtete Steigerung der Lipidproduktion durch den PPARγ-

Agonisten Rosiglitazon nahelegt. Die Untersuchung verschiedener Gene des Fettstoffwech-

sels konnte jedoch nicht eindeutig regulierte Gene identifizieren. Die Eigenschaft der Lipidak-

kumulation der primären Meibomdrüsenzellen steht im Einklang mit der gleichermaßen nach-

gewiesenen Regulation der Meibomdrüsenzellen durch Rosiglitazon an murinen Modellen (29) 

als auch an der Zelllinie der HMGEC (27, 153). Damit ist für die primären Meibomdrüsenzell-

kulturen als Forschungsmodell eine elementare Eigenschaft nachgewiesen, die als vorausset-

zend für den Einsatz als Forschungsmodell zur MGD betrachtet werden kann. Die begrenzte 

Kultivierungsdauer der primären Meibomdrüsenzellkulturen bis maximal zur dritten Passage 

ist einerseits als erschwerend in Bezug auf die begrenzte zeitliche Verfügbarkeit für experi-

mentelle Ansätze zu sehen. Andererseits kann sie jedoch auch als Ausdruck einer intakten 

Physiologie der Meibomdrüsenzellen mit erhaltenem Reifungsprozess, gekennzeichnet durch 

Differenzierung und Induktion des Zelltodes, betrachtet werden. Weitere Studien zur Bewer-

tung des Reifungsprozesses und der beobachteten Keratinisierung sind erforderlich, um zu 

klären wie die Differenzierung und der Zelltod im Detail ablaufen. Die Verwendung von Ge-

webe sowohl von weiblichen als auch von männlichen Spendern in größerer Spenderanzahl 
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in den etablierten Zellkulturen erweitertet die bisherige Forschung an der HMGEC Zelllinie, um 

den beobachteten individuellen und Geschlechtseinflüssen gerecht zu werden (25, 98, 102). 

Die meisten an MGD leidenden Patienten sind weiblich (2). Vor diesem Hintergrund ist zu 

beachten, dass die in vitro-Ergebnisse an der Zelllinie der HMGECs, basierend auf Spender-

gewebe eines einzelnen männlichen Spenders, bei weiblichen Patienten anders ausfallen 

könnten (2). Die Genexpressionsanalyse konnte keinen eindeutigen Meibozytenmarker aus 

den untersuchten Genen identifizieren. Die Expression wichtiger Gene des Fettstoffwechsels, 

der Muzine und der Zytokeratine konnte für die primäre Meibomdrüsenzellkultur bestätigt wer-

den, ohne eine Regulation durch den untersuchten PPARγ-Agonisten Rosiglitazon eindeutig 

festzustellen. Die Untersuchung weiterer Gene zur genaueren Charakterisierung der Zellkultur 

bietet sich daher an. Auch die Kultivierung von Konjunktiva unter den beschriebenen Zellkul-

turbedingungen könnte von Interesse sein, um sicherzustellen das mesenchymale Stammzel-

len der Konjunktiva unter den spezifischen Kulturbedingungen nicht zu fettproduzierenden Zel-

len transformieren und mit der Zellkultur primärer Meibomdrüsen interferieren.  

Die ersten Forschungsergebnisse an primären Meibomdrüsenzellkulturen zeigen einen viel-

versprechenden Ansatz für ein neues Untersuchungsmodell zur Erforschung der MGD. Die 

charakteristische Eigenschaft der Lipidproduktion konnte für die kultivierten Zellen nachgewie-

sen werden. Die Vergleichbarkeit der in vitro- mit den in vivo-Eigenschaften von Meibomdrü-

sen muss insbesondere für das Lipidprofil in weiteren Studien untersucht werden. Massen-

spektrometrische Untersuchungen der Lipide, auch nach Stimulation mit Rosiglitazon, zur Un-

tersuchung, ob es sich um ein meibomtypisches Lipidprofil handelt, sind in diesem Zusam-

menhang sinnvoll.  
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6 Zusammenfassung 

Die MGD als Hauptursache des Trockenen Auges ist nach wie vor unzureichend erforscht. 

Trotz gestiegener Forschungsbemühungen und einer zugenommener Zahl an Veröffentlichun-

gen über Meibomdrüsen, hat die Erforschung der Pathomechanismen bis heute zu keiner wirk-

samen Behandlungsmöglichkeit der MGD beigetragen (32). Nach wie vor fehlen geeignete 

Meibomdrüsenmodelle für die präklinische Forschung. Die Etablierung einer primären Mei-

bomdrüsenzellkultur im Rahmen dieser Forschungsarbeit soll als geeignetes Untersuchungs-

modell dazu beitragen, diese Lücke zu schließen. Es wurde gezeigt, dass die Etablierung einer 

Zellkultur humaner primärer Meibomdrüsenzellen möglich ist. Damit konnte das wichtigste Ziel 

der Grundlagenforschungsarbeit erreicht werden. Sowohl für weibliche als auch für männliche 

Spender gelang die Kultivierung primärer humaner Meibomdrüsenzellen. Mit 55 etablierten 

Zellkulturen aus Überschussmaterial verschiedener Spender konnte die bis heute umfas-

sendste Zellkultur humaner Meibomdrüsenzellen etabliert werden. Bisherige humane primäre 

Meibomdrüsenzellkulturen beschränkten sich auf Vorarbeiten für die Zelllinie humaner Mei-

bomdrüsenepithelzellen (HMGECs) von Liu et al. (121). Die Kultivierung von Meibomdrüsen-

zellkulturen aus Gewebe von Körperspendern konnte bisher nicht gezeigt werden. Weitere 

Untersuchungen unter Anpassung und Verbesserung des Entnahme- und Kultivierungspro-

zesses sind aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit humanen Spendergewebes von Interesse. 

Die primären Meibomdrüsenzellkulturen können unter den beschriebenen entwickelten Kultur-

bedingungen proliferieren. Es zeigte sich ein, wie für verschiedene primäre Zellkulturen be-

schriebenes, begrenztes Wachstumspotential mit einer limitierten Lebensdauer, wie die Kulti-

vierung bis maximal zur dritten Passage verdeutlicht (125). Damit stellte sich die Kultivierung 

vergleichbar mit der von ähnlichen Zellen, wie die der Sebozyten der Haut, dar (126). Der 

Einsatz von ROCK-Inhibitoren in der Kultivierung der primären Meibomdrüsenzellkulturen be-

einflusste weder positiv noch negativ das Proliferationsverhalten und die Zellaktivität. Ein für 

andere Zellkulturen angenommener günstiger Einfluss auf die Zelladhäsion, die Zellprolifera-

tion, die Zellmotilität und eine antiapoptotische Wirkung konnte für die primären Meibomdrü-

senzellkulturen nicht gesichert werden (169-174). Die entscheidende Eigenschaft der huma-

nen Meibomdrüsenzellen, die Lipidproduktion, zeigte sich für die kultivierten Zellen. Mittels 

histochemischer Lipidfärbung (Sudan III und Oil Red O) konnte die Lipidproduktion für die 

etablierten Zellkulturen aus Meibomdrüsengewebe nachgewiesen werden. Dieser Aspekt ist 

zentral für die Betrachtung der kultivierten Zellen als primäre Meibomdrüsenzellen. Die quan-

titative Auswertung der Lipidfärbungen unterstreicht mit einem durchschnittlichen Lipidanteil 

zwischen etwa 7 % (basale Meibomdrüsenzelle) und über 20 % (stimulierte Meibomdrüsen-

zelle) in vitro die Bedeutung der Lipidproduktion für Meibomdrüsenzellen und geht mit der phy-

siologisch wichtigen Funktion als Lipidproduzent des Tränenfilms einher (40, 41). Der PPARγ-

Agonist Rosiglitazon steigert die Lipidproduktion der kultivierten Meibomdrüsenzellen 
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signifikant, wie ein 13,07 % höherer Lipidanteilen gegenüber den basalen Meibomdrüsenzel-

len ergibt. Diese Ergebnisse decken sich mit der im Tiermodell, für murine Meibomdrü-

senepithelzellen und HMGECs nachgewiesenen signifikant erhöhten Lipidakkumulation unter 

dem Einfluss von Rosiglitazon (27, 29, 31, 162, 163). Bisherige Meibomdrüsenzellmodelle, wie 

HMGECs, synthetisierten unter Stimulation stets auch meibomdrüsen-untypische Lipidklassen 

(140, 155). Ausblickend sind massenspektrometrische Analysen des Lipidprofils der stimulier-

ten primären Meibomdrüsenzellen daher von besonderem Interesse, auch um die Ähnlichkeit 

mit der physiologischen Zusammensetzung des humanem Meibums zu untersuchen. Die Ge-

nanalyse der kultivierten Meibomdrüsenzellen zeigte die Expression Meibomdrüsen-typischer 

Gene aus den drei untersuchten Gruppen des Lipidstoffwechsels, der Muzine und der Zyto-

skelettproteine, die mit beschriebenen wichtigen Genen der Meibomdrüsenzellen in der Lite-

ratur übereinstimmen (31, 87, 164, 182-184, 187, 191, 192). Ein eindeutiger Meibozytenmar-

ker konnte nicht identifiziert werden. Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse, insbeson-

dere die im Vergleich zu der Konjunktiva und dem Lid starke Expression von Zytoskelettpro-

teinen, legen nahe, dass die aktuellen Zellkulturbedingungen nicht optimal die Meibozytendif-

ferenzierung und die Genexpression kritischer Stoffwechselgene fördern. Ein Einfluss von Ro-

siglitazon auf die Genexpression der Meibomdrüsenzellen scheint für einzelne Gene möglich, 

konnte jedoch aufgrund der geringen Genexpressionsunterschiede sowie der limitierten Pro-

benanzahl nicht abschließend bewertet werden.  

Zusammenfassend zeigen die ersten Forschungsergebnisse an den etablierten primären Mei-

bomdrüsenzellkulturen einen vielversprechenden Ansatz für ein neues Untersuchungsmodell 

zur Erforschung der MGD. Insbesondere der Vorteil gegenüber bisherigen Meibomdrüenzell-

kulturmodellen, am ehesten dem humanem Ursprungsgewebe und damit der in vivo Physio-

logie zu ähneln, machen sie als Zellkulturmodell attraktiv. Weitere Untersuchungen zur Opti-

mierung der Zellkulturbedingungen und zur Erforschung der Regulation der primären Meibom-

drüsenzellkulturen sind erforderlich, um perspektivisch die Zellkultur als präklinisches Modell 

für die Entwicklung von Möglichkeiten der Vorbeugung und der Behandlung der weit verbrei-

teten MGD einzusetzen.  
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Anhang A: Zusammensetzung des Spenderkollektives 

Tabelle A1: Zusammensetzung des Spenderkollektives der Primärzellkultur aus Überschuss-

gewebe der lateralen Zügelplastik 

Deskriptive Statistik 

 Gesamtkollektiv Weiblich Männlich 

Mittelwert in Jahren 77,57 79,77  76,0  

Median in Jahren 79,0  81,0  78,0  

Standardabweichung in Jahren 9,74  10,07  9,32  

Minimum in Jahren 54  54  56  

Maximum in Jahren 96  96  96  

 

Tabelle A2: Zusammensetzung des Spenderkollektives der Primärzellkultur aus Tarsi von 

Körperspendern 

Deskriptive Statistik 

 Gesamtkollektiv Weiblich Männlich 

Mittelwert in Jahren 81,8 76 83,25 

Median in Jahren 80 76 81,5 

Standardabweichung in Jahren 6,65 - 6,68 

Minimum in Jahren 76 76 76 

Maximum in Jahren 94 76 94 
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Anhang B: Auswachsdauer der Meibomdrüsenzellen 

Tabelle B1: Zeit bis zum Auswachsen der Meibomdrüsenzellen nach Kultivierung 

Deskriptive Statistik 

Mittelwert in Tagen 7,59 

Median in Tagen 7,0 

Standardabweichung in Tagen 1,34 

Minimum in Tagen 5 

Maximum in Tagen 11 

Perzentile in Tagen 25 7,0 

50 7,0 

75 8,5 
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Anhang C: Zellfläche 

Tabelle C1: Zellfläche der Meibomdrüsenzellen 

Intervention n M Md SD TN TVH 

Kontrolle 154 307774,45 289774,00 111349,52 * 0,18 

Rosiglitazon 154 322570,55 302318,50 123204,75 

Legende: n = Probenanzahl; M = Mittelwert des Lipidanteils in µm2; Md = Median des Lipidan-
teils in µm2; SD = Standardabweichung Lipidanteil in µm2; TN = Test auf Normalverteilung 
mittels Shapiro-Wilk-Test (* Gleichbesetzung der Gruppen); TVH = Test auf Varianzhomoge-
nität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen) 

 

Tabelle C2: t-Test für Mittelwertvergleiche der Zellfläche 

 Mittlere Diffe-
renz (Rosigli-
tazon-Kon-
trolle) 

Standardfehler 
der Differenz 

p d 95 %-CI Mittelwert 

Untere 
Grenze 

Obere 
Grenze 

Rosiglitazon 
vs. Kon-
trolle 

14796,10  13382,03 0,27 - 0,13 - 41128,54  11536,35 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d; CI = Konfidenzintervall 
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Anhang D: Lipidanteil 

Tabelle D1: Lipidanteil an der Zellfläche 

Intervention n M Md SD TN TVH 

Kontrolle 52 7,09 7,31 0,98 0,19 0,97 

Rosiglitazon 52 20,16 20,03 0,95 0,46 

Legende: n = Probenanzahl; M = Mittelwert des Lipidanteils in %; Md = Median des Lipidanteils 
in %; SD = Standardabweichung Lipidanteil in %; TN = Test auf Normalverteilung mittels 
Shapiro-Wilk-Test (p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); TVH = Test auf Varianz-
homogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen) 

 

Tabelle D2: t-Test für Mittelwertvergleiche des Lipidanteils 

 Mittlere Differenz 
(Rosiglitazon-Kon-
trolle) 

Standardfehler 
der Differenz 

p d 95 %-CI Mittelwert 

Untere 
Grenze 

Obere 
Grenze 

Rosiglitazon 
vs. Kontrolle 

13,07 0,19 0,00 13,54 12,7 13,45 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d; CI = Konfidenzintervall 
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Anhang E: Genexpression 

Tabelle E1: Genexpression PLIN2 (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Mei-
bozyten 

9 14,57 15,52 7,81 0,65 keine 0,88 Einfaktori-
elle ANOVA 

0,46 0,66 

Kon-
junktiva 

9 18,42 18,34 8,44 0,09 keine  

Lid 8 16,02 12,88 8,02 0,06 keine 

Rosigli-
tazon 
stimu-
lierte 
Mei-
bozyten 

3 10,02 6,36 7,63 0,18 keine 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 

 

Tabelle E2: Genexpression ELOVL4 (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Meibozy-
ten 

3 19,7 18,58 5,19 0,64 keine 0,07 

 

 

Einfaktori-
elle ANOVA 

0,47 

 

 

0,92 

Konjunk-
tiva 

4 17,26 16,84 1,98 0,27 keine  

Lid 4 16,91 16,89 1,45 0,89 keine 

Rosiglita-
zon stimu-
lierte Mei-
bozyten 

1 19,3 - - - keine 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 
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Tabelle E3: Genexpression SCD (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Meibozyten 

7 11,46 10,44 5,24 0,81 20,77 0,98 Einfaktori-
elle ANOVA 

0,10 1,10 

Konjunktiva 6 16,75 15,53 4,54 0,56 keine 

Lid 7 16,86 16,75 5,12 0,32 keine  

Rosiglita-
zon stimu-
lierte Mei-
bozyten 

1 0,37 - - - - 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 

 

Tabelle E4: Genexpression FABP4 (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Meibozy-
ten 

7 24,01 24,54 4,24 0,48 keine 0,66 Einfaktorielle 
ANOVA 

0,01 1,74 

Konjunk-
tiva 

5 18,2 18,49 2,59 0,76 keine  

Lid 9 17,31 16,74 3,88 0,95 keine 

Rosiglita-
zon stimu-
lierte Mei-
bozyten 

1 14,39 - - - -  

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 
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Tabelle E5: Paarweise Vergleiche der Genexpression FABP4 (Tukey post-hoc Test) 

Mittelwertsvergleiche 

(paarweise) 

Mittlere 
Differenz 

Standardfehler p d 95 %-CI Mittelwert 

Untere 
Grenze 

Obere 
Grenze 

primäre Meibozyten 
vs. 

Konjunktiva 

5,82 2,20 0,04 1,58 0,19 11,44 

Primäre Meibozyten 
vs. Lid 

6,71 1,90 0,01 1,66 1,87 11,55 

Konjunktiva vs. Lid 
 

0,90 2,10 0,91 0,25 -4,46 6,25 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d; CI = Konfidenzintervall 

 

Tabelle E6: Genexpression MUC5AC (Kruskal-Wallis-Test) 

 n M Md SD TN A Test Mittlerer 
Rang 

p 

primäre 
Meibozyten 

6 0 0 0 Nicht normal-
verteilt 

keine Kruskal-
Wallis- 
Test 

3,5 0,00 

Konjunktiva 6 23,55 24,9 5,72 0,34 keine 12 

Lid 6 25,26 25,33 4,13 0,72 keine 13 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 

 

Tabelle E7: Paarweise Vergleiche der Genexpression MUC5AC (Kruskal-Wallis-Test) 

Mittelwertsvergleiche 

(paarweise) 

Mittlere Diffe-
renz der 
Ränge 

Standardfehler p d 

primäre Meibozyten vs. 

Konjunktiva 

-8,5 3,03 0,01 2,76 

Primäre Meibozyten vs. Lid -9,5 3,03 0,00 4,39 

Konjunktiva vs. Lid 
 

-1,0 3,03 0,74 0,19 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 
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Tabelle E8: Genexpression MUC16 (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre Mei-
bozyten 

10 16,71 17,52 1,99 0,16 keine 0,17 Einfaktori-
elle A-
NOVA 

0,32 0,61 

Konjunktiva 11 17,47 17,27 5,74 0,41 5,2; 
28,74 

Lid 8 19,60 20,03 2,86 0,70 keine 

Rosiglitazon 
stimulierte 
Meibozyten 

2 13,66 13,66 6,16 - -  

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 

 

Tabelle E9: Genexpression ACTA2 (Welch-Test) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Meibozyten 

11 10,75 10,75 1,03 0,49 keine 0,005 Welch
-Test 

0,00 3,01 

Konjunktiva 10 21,24 20,02 4,25 0,05 keine  

Lid 9 19,60 19,97 3,55 0,09 27,08 

Rosiglita-
zon stimu-
lierte Mei-
bozyten 

4 13,76 12,62 3,49 0,19 keine 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 
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Tabelle E10: Paarweise Vergleiche der Genexpression ACTA2 (Games-Howell post-Hoc-

Test) 

Mittelwertsvergleiche 
(paarweise) 

Mittlere 
Differenz 

Standard-
fehler 

p d 95 %-CI Mittelwert 

Untere 
Grenze 

Obere 
Grenze 

primäre Meibozyten vs. 
Konjunktiva 

-10,49 1,38 0,00 3,48 -14,71 -6,27 

primäre Meibozyten vs. 
Lid 

-8,85 1,22 0,00 3,56 -12,66 -5,03 

primäre Meibozyten vs. 
Rosiglitazon stimulierte 
Meibozyten 

-3,00 1,77 0,45 1,58 -11,21 5,20 

Konjunktiva vs. Lid 
 

1,64 1,79 0,80 0,42 -3,45 6,73 

Konjunktiva vs. Rosiglita-
zon stimulierte Meibozy-
ten 

7,48 2,20 0,05 1,84 0,14 14,83 

Lid vs. Rosiglitazon sti-
mulierte Meibozyten 

5,84 2,11 0,12 1,65 -1,49 13,17 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d; CI = Konfidenzintervall 

 

Tabelle E11: Genexpression Vimentin (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Meibozy-
ten 

4 3,86 3,7 2,85 0,49 keine 0,35 Einfakto-
rielle A-
NOVA 

0,00 6,05 

Konjunk-
tiva 

3 16,17 13,85 4,33 0,05 keine  

Lid 3 24,77 23,71 1,95 0,09 keine 

Rosiglita-
zon stimu-
lierte Mei-
bozyten 

3 7,35 5,96 3,59 0,19 keine 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 
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Tabelle E12: Paarweise Vergleiche der Genexpression Vimentin (Tukey post-Hoc-Test) 

Mittelwertsvergleiche 
(paarweise) 

Mittlere 
Differenz 

Standardfehler p d 95 %-CI Mittelwert 

Untere 
Grenze 

Obere 
Grenze 

primäre Meibozyten 
vs. Konjunktiva 

-12,31 2,48 0,004 3,5 -20,07 -4,56 

Primäre Meibozyten 
vs. Lid 

-20,91 2,48 0,00 8,27 -28,67 -13,16 

Primäre Meibozyten 
vs. Rosiglitazon sti-
mulierte Meibozyten 

-3,49 2,48 0,53 1,1 -11,25 4,26 

Konjunktiva vs. Lid 
 

-8,60 2,66 0,04 4,41 -16,89 -0,31 

Konjunktiva vs. Ro-
siglitazon stimulierte 
Meibozyten 

8,82 2,66 0,04 2,218 0,53 17,11 

Lid vs. Rosiglitazon 
stimulierte Meibozy-
ten 

17,42 2,66 0,00 6,03 9,13 25,71 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d; CI = Konfidenzintervall 

 

Tabelle E13: Genexpression Keratin 5 (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Meibozy-
ten 

4 3,29 2,83 2,17 0,06 keine 0,39 

 

 

Einfaktori-
elle ANOVA 

0,01 

 

 

 

2,6 

Konjunk-
tiva 

4 8,90 2,61 2,60 0,60 keine 

Lid 4 8,70 1,30 1,29 0,99 keine 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 
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Tabelle E14: Paarweise Vergleiche der Genexpression Keratin 5 (Tukey post-Hoc-Test) 

Mittelwertsvergleiche 
(paarweise) 

Mittlere 
Differenz 

Standardfehler p d 95 %-CI Mittelwert 

Untere 
Grenze 

Obere 
Grenze 

primäre Meibozyten 
vs. Konjunktiva 

-5,61 1,66 0,02 2,34 -10,24 -0,99 

Primäre Meibozyten 
vs. Lid 

-5,41 1,66 0,02 3,03 -10,03 -0,78 

Konjunktiva vs. Lid 
 

0,21 1,66 0,99 0,10 -4,42 4,84 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d; CI = Konfidenzintervall 

 

Tabelle E15: Genexpression Keratin 6 (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Meibozy-
ten 

4 5,73 4,40 3,85 0,10 keine 0,25 

 

 

 

Einfaktori-
elle A-
NOVA 

0,045 

 

 

 

1,99 

Konjunk-
tiva 

4 10,94 12,15 3,30 0,1 keine 

Lid 4 11,48 11,71 1,17 0,45 keine 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 
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Tabelle E16: Paarweise Vergleiche der Genexpression Keratin 6 (Tukey post-Hoc-Test) 

Mittelwertsvergleiche 
(paarweise) 

Mittlere 
Differenz 

Standardfehler p d 95 %-CI Mittelwert 

Untere 
Grenze 

Obere 
Grenze 

primäre Meibozyten 
vs. Konjunktiva 

-5,21 2,12 0,09 1,45 -11,14 0,73 

Primäre Meibozyten 
vs. Lid 

-5,76 2,12 0,06 2,02 -11,69 0,17 

Konjunktiva vs. Lid 
 

-0,55 2,12 0,96 0,00 -6,48 5,38 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d; CI = Konfidenzintervall 

 

Tabelle E17: Genexpression Keratin 14 (ANOVA) 

 n M Md SD TN A TVH Test p d 

primäre 
Meibozy-
ten 

4 5,75 4,82 3,02 0,21 keine 0,08 

 

 

 

Einfaktori-
elle A-
NOVA 

0,02 

 

 

 

2,32 

Konjunk-
tiva 

4 11,28 12,41 3,43 0,14 keine 

Lid 4 11,49 11,45 0,14 0,42 keine 

Legende: n = Spenderanzahl; M = Mittelwert (ΔCt-Werte); Md = Median (ΔCt-Werte); SD = 
Standardabweichung (ΔCt-Werte); TN = Test auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test 
(p > 0,05 = Normalverteilung wird angenommen); A = Ausreißer; TVH = Test auf Varianzho-
mogenität mittels Levene-Statistik (p > 0,05 = Varianzhomogenität wird angenommen); p = 
Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d 
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Tabelle E18: Paarweise Vergleiche der Genexpression Keratin 14 (Tukey post-Hoc-Test) 

Mittelwertsvergleiche 
(paarweise) 

Mittlere 
Differenz 

Standardfehler p d 95 %-CI Mittelwert 

Untere 
Grenze 

Obere 
Grenze 

primäre Meibozyten 
vs. Konjunktiva 

-5,53 1,87 0,04 1,77 -10,75 -0,31 

Primäre Meibozyten 
vs. Lid 

-5,74 1,87 0,03 2,69 -10,95 -0,51 

Konjunktiva vs. Lid 
 

-0,21 1,87 0,99 0,09 -5,42 5,01 

Legende: p = Signifikanzwert; d = Effektstärke Cohens d; CI = Konfidenzintervall 
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