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1 Einleitung

1.1 Das Glaukom

Das Glaukom, im Deutschen auch Griner Star genannt, ist ein Sammelbegriff
fur atiologisch unterschiedliche chronische Optikopathien, die mit einem Unter-
gang retinaler Ganglienzellen und einer Optikusatrophie einhergehen [1]. Im
Verlauf kommt es haufig zu einem pathognomonischen Papillenbefund (Ex-
kavation) und charakteristischen Gesichtsfeldausfallen, woraus eine vollstandi-

ge Erblindung resultieren kann.

Schon in der Antike verwendete Hippokrates (460 v. Chr. — 370 v. Chr.) in sei-
nen ,Aphorismen® den Begriff Glaukom fur eine fortschreitende Erblindung, die
mit einer blausilbrig schimmernden Pupille einherging und seinen Beobachtun-
gen zufolge meist altere Menschen betraf [2]. Cornelius Celsus (25 v. Chr. — 50
n. Chr.) konnte Pupillenunregelmafigkeiten und Schmerzen als prognostische
Hinweise beobachten. Galen von Pergamon (129 — 199 n. Chr.) hingegen be-
schrieb eine Ansammlung von harter kristalliner Flissigkeit im vorderen Augen-
abschnitt, die das Sehvermdgen einschrankte [2]. Arabische Dokumente aus
dem 10. Jahrhundert lassen darauf schlie3en, dass man beim Glaukom auler-
dem von einer Verhartung oder Eindickung der intraokularen FlUssigkeit aus-
ging [2].

Charakteristische Sehnervenschadigungen konnten erstmals 1850 dank dem
durch Helmholtz erfundenen Ophthalmoskop diagnostiziert werden [3]. Im Jahre
1862 erkannte der niederlandische Physiologe Donders die Kausalitat zwischen
einem erhohten intraokularen Druck (IOP) und der darauffolgenden Erblindung.
Diese Erkrankung nannte er ,Glaucoma simplex® [3]. Durch die Erfindung des
Tonometers und der Perimetrie konnte die Glaukomdiagnostik weiterentwickelt
werden und der IOP als Risikofaktor fur die Entwicklung eines Glaukoms besta-
tigt werden. 1865 konstruierte der Berliner Augenarzt Professor Albrecht von
Graefe das erste Messinstrument fur den intraokularen Druck [4]. Von Graefe
fuhrte auch bereits im Jahre 1856 die erste operative Therapie des Glaukoms,



die sogenannte Iridektomie, aus [5]. 1875 begann die Ara der medikamentdsen

Behandlung des Glaukoms mit der Entdeckung des Pilocarpins [3].

Als Grundbaustein der heutigen Glaukomtherapie zahlt die medikamentose Be-
handlung mit Augentropfen. Hierbei kdnnen verschiedene Wirkstoffe einzeln
oder als Kombinationstherapie eingesetzt werden. Diese zielen darauf ab, die
Kammerwasserproduktion zu verringern oder den Kammerwasserabfluss zu
verbessern und dadurch eine Senkung des IOPs zu erreichen. Medikamente,
die hierbei den Kammerwasserabfluss verbessern, scheinen zu einem stabile-
ren |IOP zu fuhren als die Medikamente, die die Kammerwasserproduktion
hemmen [6].

Prostaglandin-Analoga zahlen als Therapie der ersten Wahl und weisen zudem
nur geringe Nebenwirkungen auf [7]. Als weitere Substanzen stehen Betablo-
cker, Carboanhydrase-Inhibitoren und alpha-2-agonistisch wirkende Sympa-
thomimetika zur Verfugung. Pilocarpin, Acetazolamid und hyperosmotische
Wirkstoffe finden weniger oft Verwendung [7].

Ein operativer Eingriff bei einem Glaukompatienten ist dann indiziert, wenn der
IOP durch medikamentdse oder Lasertherapien nicht mehr suffizient eingestellt
werden kann oder die Neuropathie des Sehnervs und die Gesichtsfeldausfalle
trotz maximal moglicher konservativer Therapie fortschreiten [8].

Alle Therapieansatze konnen das Fortschreiten des Glaukoms lediglich ver-

langsamen oder aufhalten; eine Heilung ist derzeit jedoch nicht moglich.

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit gibt es Uber 60 Mio. Glaukompatienten. Es wird jedoch mit einem An-
stieg aufgrund des demographischen Wandels bis zum Jahr 2020 auf 80 Mio.
gerechnet [9]. In den Industrienationen leidet bis zu 1 % der Bevdlkerung unter
einem Glaukom mit bereits eingetretener Papillenschadigung. Wiederum 1/10
davon sind stark in ihrem Sehvermogen beeintrachtigt oder gar erblindet [10].
Bereits 10 % der deutschen Bevolkerung Uber 40 Jahre weisen einen erhohten



IOP auf [11]. Die Pravalenz des Glaukoms in europaischen Landern betragt

2,42 % und steigt mit fortschreitendem Lebensalter steil an [12].

Im Jahr 2002 schatzte die World Health Organisation (WHO) die Zahl der durch
das Glaukom erblindeten Menschen auf 4,4 Mio. weltweit [13]. In den Industrie-
staaten ist das Glaukom nach der Makuladegeneration und der diabetischen
Retinopathie die dritthaufigste Erblindungsursache [10]. Weltweit gesehen ist
das Glaukom nach der Cataract sogar die zweithaufigste Erblindungsursache
und gilt als haufigste Ursache einer irreversiblen Erblindung [14]. Die Wahr-
scheinlichkeit, in Folge eines Glaukoms zu erblinden, betragt zwischen 6,7 — 21
%. Diese Zahl ergab sich durch eine Auswertung in sechs Landern, die ein
Blinden-Register fuhren (Chile, Danemark, Deutschland, Island, Vereinigtes
Konigreich, USA) [15].

Die Krankheit verlauft durch die bis zum Spatstadium haufig asymptomatische
Entwicklung fur den Patienten meist unbemerkt. Sogar in den Industriestaaten
sind sich lediglich etwa 50 % aller Betroffenen ihrer Erkrankung bewusst; in den
Entwicklungslandern ist diese Zahl noch niedriger [12, 16, 17]. Eine rechtzeitige

Diagnose und Therapie sind aber elementar.

1.1.2 Risikofaktoren

Heutzutage wird die Bedeutung des fruher in der Diagnostik alleinig dominie-
renden erhdhten IOP relativiert, aber dennoch als wesentlicher Risikofaktor fur
die Pathogenese des Glaukoms angesehen [18, 19]. Der normale IOP liegt bei
15,5 £ 2,75 mmHg und unterliegt rhythmischen Schwankungen im Tagesver-
lauf. Bei einem normalen IOP erwartet man Werte innerhalb von zwei Stan-
dardabweichungen, also Werte zwischen 10 und 21 mmHg [10]. Es kdnnen
sich jedoch auch glaukomspezifische Augenschaden bei einem IOP innerhalb
der statistischen Norm ausbilden, so dass der erhohte IOP als einziges Diagno-
sekriterium nicht ausreicht [20]. Man geht vielmehr von einem individuell erhoh-
ten |IOP als wichtigsten Risikofaktor fur die Entstehung eines Glaukoms aus
[10].



Uber lange Sicht fiihrt der erhdhte IOP meist zu einer pathognomonischen Ex-
kavation der Papille. Diese findet ihre Ursache zum einen in einer erhohten me-
chanischen Belastung als auch andererseits in einer Minderperfusion des Seh-
nervs [10].

In Studien konnte gezeigt werden, dass ein niedriger IOP mit einem geringeren
Fortschreiten des Visusverlusts einhergeht [21-23]. Da der IOP zudem der ein-
zige behandelbare Risikofaktor des Glaukoms ist, besteht das primare Thera-
pieziel in der Senkung des I0Ps [14].

Des Weiteren stellen Einflisse der vaskularen Dysregulation, wie die bereits
oben erwahnte Minderperfusion des Sehnervenkopfes, sowie Vasospasmen,
Schlaf-Apnoe-Syndrom, Apoptose und eine ausgepragte Hypo- bzw. Hyperto-
nie entscheidende Risikofaktoren dar [13, 24-26].

1.1.3 Glaukomformen

Die Einteilung der Glaukomformen erfolgt atiologisch gesehen in primare und
sekundare Glaukome. Die selteneren sekundaren Glaukome treten, im Gegen-
satz zu den spontan auftretenden primaren Glaukomen, als Folge anderer oku-
larer oder systemischer Grunderkrankungen auf. Hierbei kommen fur die Pa-
thogenese unter anderem Traumata, Tumore, Neovaskularisation, Corticostero-
idtherapien, intraokulare Entzundungen, Pigmentdispersionen oder Pseudoex-
foliation in Frage [14].

Eine weitere Einteilung der Glaukomformen erfolgt nach dem entsprechenden
zugrundeliegenden Pathomechanismus. Hierbei lasst sich das Offenwinkel-
glaukom vom Winkelblock- und kongenitalen Glaukom abgrenzen.

Kongenitale Glaukome, die meist im 1. Lebensjahr und vorwiegend bei Jungen
auftreten, sind selten. Auf 10.000 — 18.000 Geburten kommt etwa ein Fall [10].
In der folgenden Tabelle ist eine Einschatzung der Verteilung der verschiede-
nen Glaukomarten weltweit dargestellt:



Tabelle 1: Epidemiologie der verschiedenen Glaukomarten weltweit. Primares Offenwinkelglaukom
(POWG), Primares Engwinkelglaukom (PEWG) [27]

Erkrankt Erblindet
Kongenital 300.000 200.000
POWG 13,5 Mio. 3,0 Mio.
PEWG 6,0 Mio. 2,0 Mio.
Glaukomverdacht 105 Mio.

In der folgenden Ausfuhrung werde ich mich auf die Offenwinkel- und Winkel-

blockglaukome konzentrieren.

1.1.3.1 Offenwinkelglaukome

Das Offenwinkelglaukom (OWG) ist dadurch gekennzeichnet, dass der Kam-
merwinkel stets offen und nicht verlegt ist. Der Kammerwinkel bezeichnet den
Winkel zwischen Irisvorderflache und Cornea [12, 28]. Zudem verlauft das Of-
fenwinkelglaukom meist schleichend mit progressiver Verschlechterung und hat
seinen Haufigkeitsgipfel zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr [11].

Das Offenwinkelglaukom ist die haufigste Glaukomform und tritt meist beidseitig
auf [10]. Etwa 80 % der Glaukompatienten in den Industrienationen und 90 %
aller weillen Glaukompatienten sind von einem Offenwinkelglaukom betroffen
[14]. Afrikaner erkranken in der Regel bereits in jungeren Jahren am Glaukom
und weisen eine vierfach hohere Pravalenz fur das Offenwinkelglaukom auf als
Kaukasier [12, 15].

Fur die Pathogenese der Glaukome ist das Verstandnis der Kammerwas-
serphysiologie entscheidend. Das Kammerwasser wird durch das Ziliarepithel in
der Hinterkammer gebildet und fliel3t anschlieend durch die Pupille in die Vor-
derkammer (1. physiologischer Widerstand - relevant fur die Pathogenese des
Winkelbockglaukoms (s.u.)). Von der Vorderkammer aus gelangt das Kammer-
wasser zu 85 % durch das Trabekelwerk (2. physiologischer Widerstand) in den

Schlemm’schen Kanal und wird in die episkleralen Kammerwasservenen drai-



niert. Die restlichen 15 % des Kammerwassers werden uber uveosklerale Ge-
falke dem vendsen Blutkreislauf zugefuhrt [11].

Das Kammerwasser ist essentiell fur die Ernahrung der Linse und Hornhaut.
Wird jedoch das Gleichgewicht zwischen Produktion und Abtransport von
Kammerwasser zugunsten einer erhohten Menge an Kammerwasser verscho-
ben, so kommt es zu einem Ruickstau des Kammerwassers und damit zu einem
ansteigenden IOP [29].

Das Offenwinkelglaukom lasst sich durch einen erhohten Widerstand im Trab-
ekelwerk (2. physiologischer Widerstand) und einer damit einhergehenden

Druckschadigung des Sehnervs erklaren.

Risikofaktoren fur das primare Offenwinkelglaukom sind ein Augendruck Uber
der statistischen Norm, eine grof3e Papillenexkavation bzw. eine grof3e Sei-
tendifferenz der Papillenexkavation, eine dinne Hornhautdicke, ein hdheres
Lebensalter, Myopie, positive Familienanamnese, schwarze Hautfarbe, Hypoto-
nie, schwerwiegende kardiovaskulare Vorerkrankungen sowie ein Glaukom-

schaden am anderen Auge [10].

Die meisten OWG-Patienten sind jahrelang frei von Beschwerden. Auch die
allmahlich entstehenden Gesichtsfelddefekte werden erst dann von den Patien-
ten wahrgenommen, wenn das zentrale Sehen davon betroffen ist. Nur eine ge-
ringe Zahl an Patienten nimmt unspezifische Beschwerden wie Kopfschmerzen,
Augenrotung oder verschwommenes Sehen wahr. Eine frihe Diagnosestellung
ist daher essentiell fur das Erhalten der Sehkraft [11].

Zu den sekundaren Offenwinkelglaukomen zahlen unter anderem das Pseudo-
exfoliations-, das Pigmentdispersions- sowie das phakolytische Glaukom [29].
Eine Sonderform des Offenwinkelglaukoms, das sogenannte Normaldruckglau-
kom, liegt dann vor, wenn glaukomtypische Schadigungen an der Papille und
charakteristische Gesichtsfeldausfalle bei einem normalhohen IOP vorliegen
[10].



1.1.3.2 Winkelblockglaukome

Das Winkelblockglaukom entsteht durch eine Verlegung des Kammerwinkels
und einem damit verbundenen Anstieg des IOP. Der akute Winkelblock ist vom
intermittierenden Winkelblock sowie vom chronischen Winkelblockglaukom zu

unterscheiden [10].

Beim akuten Winkelblock, dem sogenannten Glaukomanfall, handelt es sich um
einen akuten Kammerwinkelverschluss mit einem auf das Mehrfache der statis-
tischen Norm anfallsweise erhohten IOP. Die Produktion des Kammerwassers
sowie der Widerstand im Trabekelmaschenwerk sind hingegen ungestort [11].
In den meisten Fallen liegt diesem Krankheitsbild ein Pupillarblock zugrunde.
Hierbei entsteht durch eine flache Vorderkammer ein hoher Pupillarwiderstand,
der den Druck in der Augenhinterkammer ansteigen lasst und fur eine Vorwol-
bung der Iris in das Trabekelmaschenwerk und somit fur eine Blockierung des-
selben sorgt. Der IOP kann hierbei auf bis zu 80 mmHg steigen [29]. Der akute
Winkelblock ist als augenarztlicher Notfall anzusehen. Besonders oft entwickelt
sich der Winkelblock einseitig unter Mydriasis. Diese kann entweder physiolo-
gisch, wie beispielsweise durch emotionalen Stress oder Dunkelheit, oder iatro-
gen durch lokal applizierte Mydriatika oder systemische Psychopharmaka gene-
riert werden [10]. Als weitere Risikofaktoren seien ein hypermetropes Auge so-
wie eine grol3e Linse, beispielsweise durch Diabetes oder physiologischerweise
im Alter, genannt. In Europa machen die akuten Winkelblockglaukome lediglich

5 % der Glaukomfalle aus, bei Asiaten und Eskimos hingegen bis zu 50 % [10].

Das akute Winkelblockglaukom lauft symptomatisch mit Schmerzen, Rotung
des Auges sowie einer plotzlichen Sehverschlechterung ab [29]. Bei der Unter-
suchung des Patienten lassen sich eine gemischte Injektion mit Hornhautédem
sowie eine aufgehobene Vorderkammer, ein positiver Tyndall-Effekt und eine
lichtstarre Pupille diagnostizieren [29].



Beim intermittierenden Winkelblock handelt es sich um eine Vorstufe des
akuten Winkelblocks. Der Pupillarblock, der transitorische Steigerungen durch

die Verlegung des Kammerwinkels bedingt, I0st sich hierbei spontan auf [10].

Einem chronischen Winkelblockglaukom liegen irreversible vordere Synechien
zugrunde [29]. Diese koénnen durch einen zu spat therapierten Glaukomanfall
bedingt sein und fuhren zu einer chronischen Steigerung des I0P [10].

1.1.4 Die Glaukomchirurgie

Da die medikamentose Behandlung des Glaukoms in ihrer Wirkung limitiert ist,
werden bei therapierefraktar hohen |OPs, mangelnder Compliance der Patien-
ten, bei Nebenwirkungen der lokalen medikamentosen Behandlung oder aber
bei Verschlechterung des Papillenbefundes trotz klinisch guter Tensiolage unter
Mehrfachtherapie Laserbehandlungen oder chirurgische Therapiemoglichkeiten
in Erwagung gezogen [7]. Operative Eingriffe werden jedoch aufgrund der mog-
lichen Komplikationen eher in fortgeschrittenen Stadien des Glaukoms favori-
siert. Besonders haufig werden hierbei fistulierende Operationen eingesetzt, die
einen neuen, physiologisch nicht vorhandenen, Abflussweg fur das Kammer-
wasser generieren. Durch subkonjunktivale Fibrosierung und Narbenbildung in-
nerhalb der Operationsstelle kann es jedoch bei Glaukomoperationen zu einem
raschen Nachlassen des Therapieerfolges kommen [30].

Prinzipiell unterscheidet man heutzutage filtrierende von nicht-filtrierenden Ope-
rationen. Bei den filtrierenden Operationsverfahren, wird dem Kammerwasser
ein neuer Abflussweg geschaffen, um den IOP zu senken. Das Kammerwasser
kann so unter die Bindehaut abflieen und dort von den Venen und Lymphge-
falken resorbiert werden. Ein Beispiel hierfur ist die Trabekulektomie.

Die nicht-filtrierenden Operationsverfahren haben den Vorteil, dass der Augap-
fel nicht eroffnet werden muss und sie dadurch mit weniger postoperativen
Komplikationen verbunden sind. Allerdings fuhren sie in der Regel auch zu ei-
ner geringeren Drucksenkung als die filtrierenden Eingriffe. Zu den nicht-



filtrierenden Operationen zahlen unter anderem die tiefe Sklerektomie und die
Viskokanalostomie.

Die operativen Therapiemdglichkeiten fuhren zu einer starkeren Drucksenkung
als die medikamentdse oder Lasertherapie und dienen daher meist als ultima
ratio [10].

Da in der praklinischen Studie dieser Arbeit die Kaninchen trabekulektomiert
wurden, werde ich mich im Folgenden auf die Trabekulektomie als Beispiel ei-
nes glaukomchirurgischen Eingriffes beschranken.

1.1.4.1 Die Trabekulektomie

Die Trabekulektomie wurde 1968 von Cairns entwickelt [31]. Auch wenn die
Trabekulektomie seitdem einigen Anderungen unterlag, ist sie heutzutage im-
mer noch eine der effektivsten Operationen der Glaukomchirurgie und nach wie
vor der weitest verbreitete Glaukomeingriff [32, 33].

Das Prinzip der Trabekulektomie ist, dass das Kammerwasser durch einen
neuen Abflussweg von der Vorderkammer vorbei am Trabekelwerk unter die
Bindehaut geleitet wird. Das operative Procedere verlauft folgendermalen: Es
wird ein limbus- oder fornixstandiger Bindehautlappen sowie ein lamellarer
Skleradeckel prapariert. Bei der Trabekulektomie wird der Zugang zur Vorder-
kammer rechteckig prapariert; bei der Goniotrepanation durch einen Trepan
rundlich ausgestanzt. Diesem Schritt folgt eine periphere Iridektomie durch die
soeben geschaffene Offnung [11].

Der zuvor praparierte Skleradeckel wird anschlieBend tber der neuen Offnung
fixiert und dient dazu, den Kammerwasserfluss etwas zu reduzieren. Die dar-
uber liegende Bindehaut sorgt fur einen wasserdichten Abschluss. Durch das
absickerende Kammerwasser bildet sich ein sogenanntes Filterkissen, welches
meist unter dem Oberlid liegt [10].



In Studien konnte gezeigt werden, dass die Trabekulektomie beim Hochdruck-
Glaukom mit dem gewulnschten Erhalt der visuellen Funktion einhergeht [10,
34].

Der Nachteil der Trabekulektomie ist, dass durch die relativ groRe Offnung
postoperativ eine okulare Hypotonie auftreten kann. Diesem wird jedoch
dadurch entgegengewirkt, dass der Skleradeckel nach Schaffung des neuen
Abflusses wieder gut fixiert wird. Sollte die Gefahr einer Uberfiltration bestehen,
so kann man dieser rasch durch eine transkonjunktivale Naht entgegenwirken
[35].

Liegen sowohl eine Indikation fur eine Glaukom-, sowie fur eine darauffolgende
Cataractoperation vor, so ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Filterkissen offen
bleibt, umso hoher, je langer hierbei der Abstand zwischen den beiden Operati-
onen ist [35]. Zudem existiert eine Korrelation zwischen der Anzahl der praope-
rativ verwendeten Medikamente sowie der Dringlichkeit des operativen Eingriffs
und der Wahrscheinlichkeit, dass sich das Filterkissen verschliel3t [35].

Die Erfolgsquote der Trabekulektomie wird in der Literatur sehr unterschiedlich
beschrieben. In einer Studie von Ehrnrooth aus dem Jahre 2002 liegt die Er-
folgsquote beispielsweise bei 82 % im ersten, bei 70 % im zweiten, bei 64 % im
dritten und bei 52 % im vierten postoperativen Jahr [36]. In einem Journalartikel
von Gerste aus dem Jahre 2012 wird hingegen von einem vollstandigen Erfolg

von 57 % in einer Zeitspanne von 20 Jahren gesprochen [37].

1.1.4.2 Der Stellenwert der Wundheilung in der Glaukomchirurgie

In der Chirurgie gilt der wesentliche Grundsatz, dass die Wundheilung und der
Wundverschluss so schnell und erfolgreich wie moglich erfolgen sollen, um die
Integritat und die Funktion des Gewebes aufrecht zu erhalten. Bei der perforie-
renden Glaukomchirurgie hingegen gilt, dass zwar einerseits die genahten
Schnittrander des Filterkissens an den Konjunktiven verheilen sollen, anderer-
seits jedoch die subkonjunktivale Narbenbildung im Bereich der Tenon und der

Sklera verhindert werden soll, so dass die Drucksenkung langerfristig aufrecht
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erhalten bleiben kann [10]. Die auf das Filterkissen begrenzte Unterdrickung
der Wundheilung ist also ein zentraler Faktor bei der postoperativen Behand-
lung und der Prognose trabekulektomierter Augen. Die corneosklerale Wunde,
die den neuen Abflussweg darstellt, gilt es so lange wie moglich offen zu halten.

Als Risikofaktoren fur die Vernarbung und damit fur einen postoperativen Funk-
tionsverlust der Filterkissens zahlen unter anderem schwarze Hautfarbe, junges
Lebensalter, voroperierte Augen, latente konjunktivale Entzindungen, Te-
nonzysten (eingekapselte Filterkissen), Pseudophakie und Aphakie [38-41].

Die physiologische Wundheilung lauft in mehreren Teilschritten ab. Auf die ko-
agulative und entzundliche Phase folgen die Proliferations-, Reparations- und
Umbauphase [33]. Die verschiedenen Phasen und die dort jeweils relevanten
Molekule, wie beispielsweise die Zytokine, sind in Abbildung 1 dargestellit.
Durch das Operationstrauma steigt die Permeabilitdt der benachbarten Gefalle.
Plasmaproteine, wie beispielsweise Fibrinogen und Blutzellen dringen aufgrund
der verletzten Blutgefal3e in die Operationswunde ein und die koagulative Pha-
se beginnt. Mit Hilfe der Gerinnungsfaktoren und der Thrombozyten wird eine
Blutstillung erreicht. Der Blutthrombus besteht im Wesentlichen aus Fibrin,
Erythrozyten und Thrombozyten.

In der Entzindungsphase spielen Hormone (Histamin, Leukotriene und Prostg-
landin), Wachstumsfaktoren (VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor),
placental growth factor oder TGF-B (Transforming Growth Factor 8)) und Zyto-
kine (Interleukin-1) eine grof3e Rolle (Abbildung 1). Diese locken Makrophagen,
Lymphozyten und neutrophile Zellen an [33].

In der Proliferations- und Reparationsphase wandern Fibroblasten in die Opera-
tionswunde ein. Des Weiteren wird zum Verschluss der Wunde die Angiogene-
se und die Ausbildung von Granulationsgewebe angeregt. In der Umbauphase
erfolgt schliel3lich der Umbau des Granulations- in ein Narbengewebe. Im wei-
teren Verlauf werden die Kollagen Typ I-Fasern und Elastin durch die Fibroblas-

ten vernetzt, so dass ein dichtes Narbengewebe entsteht [33].
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Abbildung 1: Die verschiedenen Phasen der physiologischen Wundheilung [33]

Fibroblasten spielen bei der Wundheilung der Glaukomoperationen eine zentra-
le Rolle, da sie Kollagen als hauptsachlichen Bestandteil des Granulationsge-
webes synthetisieren. Mononukleare Zellen, wie Lymphozyten, Monozyten oder
Makrophagen I6sen die Ausschuttung zahlreicher Zytokine und Wachstumsfak-
toren wie beispielsweise TGF, FGF (fibroblast growth factor), PDGF (platelet-
derived growth factor) aus (Abbildung 1). Diese Moleklle wiederum stehen in
engem Zusammenhang zu den Fibroblasten der Tenonkapsel, da sie in der La-
ge sind, deren Aktivitat zu verstarken und damit die fibrotische Narbenbildung
zu fordern. Aus diesem Grund gilt es, die Fibroblasten und die mononuklearen
Zellen in der Glaukomchirurgie lokal gezielt zu unterdrtcken [8].

Wenn es durch Uberschiellende Wundheilung zu einem Verschluss der Fistulie-
rung kommt, so versagen die Filterkissen meist zwei bis drei Monate nach dem
operativen Eingriff. Die Fibroblasten im subkonjunktivalen Wundgebiet fangen
jedoch schon ab dem dritten postoperativen Tag an, sich zu vermehren [33].

1.1.4.3 Antimetabolite in der Glaukomchirurgie

Die kurzzeitige intraoperative lokale Anwendung von Steroiden oder antiprolife-
rativen Substanzen wie Mitomycin C (MMC) oder 5-Fluoruracil (5-FU) kann hel-
fen, die Vernarbung und damit das Versagen der Filterkissen zu verhindern
[42]. Erst in den fruhen achtziger Jahren kam man auf die Idee, Zytostatika wie
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MMC oder 5-FU als off-label-Medikation fur die Verhinderung der Fibroblasten-

aktivierung zu verwenden [33].

5-FU wird im Anschluss an den operativen Eingriff subkonjunktival appliziert. Es
antagonisiert den Pyrimidin-Metabolismus, so dass durch die Inhibition der
DNA-Synthese der Zelltod eintritt. Zudem ist 5-FU in der Lage, das Fibroblas-
tenwachstum langfristig zu hemmen. In Studien konnte gezeigt werden, dass
Trabekulektomien mit intraoperativer 5-FU-Applikation weniger Vernarbung und
Fibroblastenwachstum zeigten als Trabekulektomien ohne adjuvante Medikati-
on. Da 5-FU jedoch auf alle proliferierenden Gewebe toxisch wirkt, kdnnen als
Komplikation corneale Toxizitat und Apoptose an jedweden Zellen auftreten
[33].

MMC wird niedrigkonzentriert mittels getrankter Zellulosetupferschwammchen
fur einige Minuten lokal auf die Operationsstelle appliziert. Anschlieend wird
das Applikationsgebiet grindlich ausgespult, um die starke Toxizitat des MMC
zu vermindern. MMC hemmt die DNA-Replikation und die Proteinsynthese und
kann in jede Zellzyklus-Phase eingreifen. In der Glaukomchirurgie kommt vor
allem die Funktion des MMCs als Inhibitor der Fibroblastenproliferation und der
Endothelzellen zum Tragen [43]. Somit wird die Narbenbildung abgeschwacht
und das Filterkissen bleibt langer funktionsfahig [42, 43].

Studien konnten zeigen, dass eine 2,5-minutige Einwirkungszeit von MMC
ebenso gute Ergebnisse hervorbringt wie eine 5-minutige Einwirkungszeit. Des
Weiteren zeigte eine Dosis von 0,02 % bessere Effekte als eine niedrigere
Konzentration von 0,002 % [33]. MMC hemmt die Vernarbung der Filterkissen
zwar starker als 5-FU, ist jedoch auch zytotoxischer als dieses. Unter der An-
wendung von MMC entstehen sehr dinne und avaskulare Filterkissen. Langer-
fristig konnen sich hierbei folgende Probleme ergeben: Hypotonie, Endoph-
thalmitis sowie ein ungewollt starker Abfluss von Kammerwasser durch die Kon-
junktiva [44, 45].

Diese Komplikationen treten desto haufiger auf, je langer MMC appliziert wurde
und desto hoher dessen Konzentration war [28].
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MMC gilt bei den Antimetaboliten der Trabekulektomie heutzutage als Gold-
standard und verbessert die Erfolgsrate des Eingriffs [35]. Im Vergleich dieser
beiden am haufigsten verwendeten Antimetaboliten senkt MMC den IOP deutli-
cher als 5-FU, auch wenn beide Substanzen in der Lage sind, eine langfristige
Drucksenkung zu ermdglichen [46]. Wahrend 5-FU das Fibroblastenwachstum
lediglich etwa 7 Tage lang hemmt, werden die Fibroblasten durch MMC sogar
noch nach einem Monat im Wachstum gehemmt [33]. MMC besitzt zudem den
Vorteil, dass es nur einmal fur ein paar Minuten intraoperativ appliziert werden
muss. 5-FU hingegen erfordert postoperative repetitive subkonjunktivale Injekti-
onen. In manchen Fallen kommen auch beide Substanzen kombiniert zum Ein-
satz. Wird ein Filterkissen beispielsweise intraoperativ mit MMC behandelt,
zeigt postoperativ jedoch beginnende Narbenbildung, so kénnen adjuvant sub-
konjunktivale 5-FU-Injektionen appliziert werden, um die Funktionsfahigkeit des
Filterkissens zu verlangern.

Auch topische Steroide, meist Dexamethason, konnen die Funktionsfahigkeit
der Filterkissen auf eine Dauer von mehreren Monaten aufrechterhalten. Sie
reduzieren postoperative Entzindungen und vermindern die lokale Narbenbil-
dung. Auch wenn Steroide stark antifibrotisch wirken, so vernarben trotz allem
einige Filterkissen innerhalb weniger Wochen nach der OP, so dass der IOP
wieder seinen praoperativen Wert erreicht. Nach langerer Anwendung kdnnen
Steroide allerdings dazu fuhren, dass der unerwlnschte Vernarbungsprozess
gefordert wird. Dies geschieht dadurch, dass Fibroblasten aktiviert werden, die
extrazellulare Matrix produzieren [47].

Die Anwendung der Antimetaboliten kann jedoch keine Garantie fur eine lang-
fristige Funktion der Filterkissen geben, da die Wundheilung ein Uber Wochen
bis Monate andauernder Prozess ist.

Da in dieser Arbeit die Wirkung des CLT 28643, eines a5p1-Integrin-Inhibitors,
im Vergleich zu MMC und Placebo untersucht wurde, werde ich mich in der fol-
genden naheren Ausfuhrung auf die Integrine, als Beispiel eines neuen Thera-

pieansatzes der Fibrosehemmung, beschranken.
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1.1.5 Integrine

Integrine sind Transmembranrezeptoren, die von allen Zellen exprimiert werden
und zu den Zelladhasionsmolekulen gezahlt werden. Sie spielen bei der Adha-
sion, der Organisation der Extrazellularmatrix, der Apoptose, sowie der Prolife-
ration und Signalgebung der Zellen eine Rolle. Des Weiteren regulieren sie
Prozesse des Zytoskeletts wie Kontraktion, Phagozytose und Endozytose. In-
tegrine kdnnen zudem mechanische in biochemische Informationen umwandeln
und sind somit nicht nur fur die Adhasion, sondern auch fur die Kommunikation
zwischen Extra- und Intrazellularraum von Bedeutung. Ihr Name leitet sich von
der bei ihrer Entdeckung angenommenen Funktion der Integrine, namlich der
Verbindung zwischen Extrazellularmatrix und intrazellularem Zytoskelett, ab
[48, 49]. Integrine bestehen aus je einer a- und einer (- Untereinheit, welche
nicht konvalent miteinander verbunden sind (Abbildung 2). Beim Menschen sind
Uber 18 verschiedene a- und 8 B-Untereinheiten bekannt. Als Heterodimere
sind beim Menschen 24 verschiedene Integrin-Rezeptoren identifiziert worden,
da bestimmte a-Untereinheiten nur an bestimmte 3-Untereinheiten binden kon-
nen. Die Integrinuntereinheiten haben ein Molekulargewicht von 80 bis 180
KDa. Ein Integrinmolekul besteht prinzipiell aus drei verschiedenen Domanen:
Eine grol3e extrazellulare, eine transmembranare, sowie eine kurze intrazellula-
re. In der zellularen Matrix dominieren drei Integrinarten: a1p1, a5B1 und a7$1.
Diese stellen Rezeptoren fur Kollagen, Fibronectin und Laminin dar. B1 ist in
den meisten Integrinen vorhanden, wobei jedoch unterschiedliche Zelltypen
auch unterschiedliche Varianten der Integrine mit verschiedenen Bindungsspe-
zifitaten fur die Liganden aufweisen [48].
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Abbildung 2: Schematisches Modell eines Integrin-Molekiils [50]

Integrine haben zwar keinen eigenen enzymatischen Stoffwechsel, spielen je-
doch bei den Signalwegen der Zellen eine grof3e Rolle. Sie kdnnen sowohl vom
Extra- in den Intrazellularraum Signale abgeben als auch umgekehrt; daher
werden die Integrine auch als bidirektional bezeichnet [51]. So kdnnen Ligan-
den der Extrazellularmatrix wie Kollagen oder Fibronectin an die extrazellulare
Domane der Integrine binden und einen intrazellularen Signalweg in Gang set-
zen. Die transmembranare und zytoplasmatische Domane stehen mit intrazellu-
laren Signalkinasen und Adaptorproteinen in Verbindung, die fur die oben ge-
nannten Wirkungen der Integrine sorgen [49].

Besonders bei der Fibroseentstehung kommt den Integrinen eine grol3e Bedeu-
tung zu. Bei der Fibrose werden im Rahmen einer Gewebsveranderung die Be-
standteile der Extrazellularmatrix vermehrt sowie deren Zusammensetzung ver-
andert. Integrine sind durch ihre verbindende Funktion zwischen Extrazellular-
matrix, Entzindungszellen, Wachstumsfaktoren und Fibroblasten stark in den
Prozess der Entstehung des Fibrosegewebes eingebunden [52]. Um die Ge-
websintegritat zu erhalten, differenzieren sich zusatzlich gewebsstandige Fib-
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roblasten in Myofibroblasten um. Diese Differenzierung ist auf die Anwesenheit
von TGFB3, PDGF und Fibronektinrezeptoren angewiesen [53]. Myofibroblasten
sind zusammen mit den Integrinen wesentlich an der Wundheilung und Fibro-
sierung beteiligt. Sie sind primar fur die Sekretion der Extrazellularmatrix zu-
standig und ermoglichen durch die Kontraktilitdt von Narbengewebe einen
Wundverschluss [54]. Die Zelladhasion, die durch die Integrine gewahrleistet
wird, bildet die Grundlage aller Gewebereparaturen. Sie ermoglicht die Zellmig-
ration, die Proliferation sowie die Proteinproduktion. Die Ausbildung von Granu-
lationsgewebe ist also wesentlich von der Anwesenheit der Integrine abhangig
[55].

Aus diesen Grunden stellen Integrine gute Angriffspunkte dar, durch eine
Hemmung derselben die Fibrosereaktion in verschiedenen Organen abzu-

schwachen.

1.1.6 a5B1 Integrine

a5B1-Integrine besitzen die starkste Bindungsaffinitat zu Fibronektin (FN). FN
ist ein Bestandteil des primaren Blutthrombus und eines der wichtigsten Mole-
kile der Extrazellularmatrix, welches bei der Wundheilung beteiligt ist. Es dient
als Matrix fur die Ablagerung anderer extrazellularer Proteine und als Gerust fur
die Migration von Fibroblasten sowie von epithelialen und endothelialen Zellen,
die fur den Wundverschluss wichtig sind. Zusatzlich zu dieser elementaren
Funktion als Grundlage der Wundheilung lockt FN Fibroblasten, Monozyten und
endotheliale Zellen zur Opsonierung der Wundbelage an [56]. Des Weiteren
sind a5B1-Integrine in der Induktion der Prokollagenexpression von Typ | und Il
beteiligt [57]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass in hypertrophierenden
Narben und Narbenkeloiden die Expression der a5B1-Integrine im Vergleich zu
normaler Haut stark gesteigert war [58]. Daraus folgt, dass ein Mangel an a531-

Integrinen zu einer verminderten Wundheilung fuhrt.

a5B1-Integrine und ihre Interaktion mit FN werden jedoch nicht nur bei der

Wundheilung, sondern auch bei der Embryogenese und der Angiogenese be-
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notigt. In Tumorzellen konnte eine Veranderung der a5B1-Integrine festgestellt
werden. Lag in einem Tierversuch an Mausen eine Deletion an der a5-
Untereinheit vor, so wurde die Neuralrohrentwicklung gestort und es kam zu ei-
nem Blutzellverlust wahrend der Embryogenese. Wurde hingegen die (1-
Untereinheit ausgeschaltet, so zeigte sich durch eine veranderte Migration und
Adhasion sowie durch eine verkurzte Lebenszeit der Endothelzellen ein gestor-
tes vaskulares Remodelling [59]. Zusatzlich wird den a5B31-Integrinen eine wich-
tige Rolle bei der Oberflachenanhaftung und Aufnahme von Viren, bei der Leu-
kozytenadhasion an Blutgefallen sowie der Aktivierung und Umgestaltung des
Zytoskeletts zugesprochen [59].

Auch in der Prognosebestimmung von Karzinompatienten, konnen a5p1-
Integrine hilfreich sein. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die An-
wesenheit von a5B1-Integrinen, die die Angiogenese fordern, mit einer schlech-

teren Prognose beim Magenkarzinom einhergeht [60].

1.2 Fragestellung

Auch wenn MMC stark antiproliferativ und toxisch wirkt, so sind die Komplikati-
onen durch die dunnen und avaskularen Filterkissen unter MMC-Therapie, wie
zum Beispiel die Endophthalmitis, nicht zu vernachlassigen. Daher besteht der
Bedarf nach einem weiteren antiproliferativen Wirkstoff, der eine UbermaRige
Fibrosierung verhindert, ohne jedoch auf die umgebenden Strukturen zu toxisch

zu wirken.

Unsere Forschung beschaftigt sich mit folgender Thematik: Kann bei der Tra-
bekulektomie durch einen a5B1-Integrin-Inhibitor, wie CLT-28643, eine Fibro-
sehemmung erreicht werden? Hierbei handelt es sich um ein sogenanntes
small molecule, welches aufgrund seiner geringen GrofRe in Zellen eindringen
und chemisch synthetisiert werden kann. a5B1-Integrin, welches durch CLT-
28643 gehemmt wird, besitzt eine Schlusselrolle in der Angiogenese, der Ent-
zundungsreaktion sowie der Aktivierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten.
CLT-28643 hat bereits antiproliferative Eigenschaften, wie beispielsweise eine

Hemmung des Tumorwachstums und der Angiogenese in einigen Xeno- und
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Synograft-Tumormodellen gezeigt [61]. CLT-28643 konnte das Vernarben nach
filtrierenden Glaukomoperationen hemmen und somit das Uberleben der Filter-
kissen verlangern. Die Untersuchung hinsichtlich Wirkung und Toxizitat von
CLT-28643 erfolgt im Vergleich zum derzeitigen Goldstandard MMC. Unsere
Arbeit stellt die erste Studie dar, in der der antifibrotische Effekt von CLT-28643

bei filtrierenden Glaukomoperationen untersucht wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

2.1.1.1 Tierversuche

10.0 Nylon Faden (Ethilon), LOT DM2596, Ethicon, Belgium

7.0 Vicryl Faden, LOT DPM333, Ethicon, Belgium

8.0 Vicryl Faden, LOT AB8KLXMO, Ethicon, Belgium
Augentropfenflaschen zum sterilen Befullen, 10187-R batch record
CLT-28643 Losung/Augentropfen, Integrininhibitor, Clanotech Schwe-
den, batch number CS10-046A-1001

Conjuncain EDO, Produktnummer: 07617666 , Bausch& Lomb
Formaldehyd (Formalin) 4,5 %

Ketamin 10 % (Ketaminhydrochlorid) 100mg/ml, WDT Deutschland, Be-
la-Pharm, E1670044WDD

Mitomycin C, Universitatsapotheke Tubingen

Operationsbesteck, Geuder, Deutschland

Placebo (BSS), Universitatsapotheke Tubingen

Sedaxylan (Xylazin) 20mg/ml, CS70, WDT Deutschland, Eurovet Animal
Health B.V., Niederlande

T61 (Embutramid), 0,3 ml/kg, 15687-14-6, Intervet, UnterschleilRheim

2.1.1.2 Histologie

99 %-iger, 96 %-iger, 70 %-iger Alkohol

a-SMA antibody, anti human smooth muscle actin antibody, Dako,
#MO0851, dilution 1:800

a5B1 integrin antibody (mouse anti human integrin a581 antibody, Milli-
pore, #MAB1969, dilution 1:100)

aqua dest

20



Biebrich scarlet — acid: 1 % Biebrich scarlet (Sigma B6008), 1 % Sau-
refuchsin (Merck Nr. 7629), Eisessig

Biotinylated goat anti-mouse, Dako # E0433

Bouin’s Losung: Pikrinsaure, 37-40 % Formalin, Eisessig, HT 10132
Sigma-Aldrich

Dako Antibody Diluent # S3022

Eosin Y Gebrauchslosung Fa. Sigma Aldrich E 6003 25¢g

Fixierlosung: Roti-Histofix 4,5 %, Fa. Roth, Artikelnr.: 2213.1

HHS (Harris Hamatoxylin Solution Fa. Sigma Aldrich HHS 32-11)
Immun-/Antikorperfarbung: Dako REAL Detection System, Alkalische
Phosphatase/RED, Rabbit/Mouse REF # K5005

Trichrome Stain (Masson) Kit, HT15, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Phosphomolybdic-Phosphatungsticacid: Molybdatophosphorsaure,
Phosphatungsticacid, aqua dest, HT 15-2, HT 15-3, Sigma-Aldrich
Poly-L-Lysin zur Beschichtung der Objekttrager: Sigma P8920 100ml
Weigerts Hamatoxylin, HT 1079, Sigma-Aldrich

2.1.1.3 Zellkulturversuche

6-, 96-well-Platten, Microtest Falcon 353072

8 ym pore HTS FluoroBloc Multiwell Inserts System, BD Bioscience Fal-
con, REF 351158

96-well-Platten, Falcon, White Opaque Tissue Culture Plate, Flat Bottom
with Low Evaporation Lid, 353296

Basic fibroblast growth factor (bFGF), Sigma # F3683, 26 ug/ml in 20mM
Tris ph7

Bovine Serum Albumin (BSA) pH 7.0, Fraction V, PAA (the cell culture
company), Cat.No. K41-001

Calcein AM, 4mM in DMSO, Sigma # 17783, 20 ul Aliquots

Caspase-Glo 3/7 Assay Promega, G8091

Cell Dissociation Solution, Non-enzymatic, Sigma # SLBH4093V, C5914-
100ML

CLT-28643, Integrininhibitor, Clanotech Schweden
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Crystal Violet Solution, Sigma-Aldrich REF HT901-8FOZ

DAPI-Farbung: LOT 9Y005147 AppliCh Biochemica

Fetal Bovine Serum (FCS) gibco, REF 10270-106, GIBCO

gibco DMEM (Dulbecco’s Mod Eagle Medium), 500 ml, REF 31885-023,
LOT 1358208, GIBCO

Humane Tenonfibroblasten (HTF) von verschiedenen Patienten unter-
schiedlichen Alters nach vorheriger Einwilligung aus der Universitats-
Augenklinik in Tubingen

Human Fibronectin (FN) 120kDa fragment 1mg/ml, Millipore # F1904
Kanulen 0,7mm, Sterican

MTS-Test: Promega CellTiter 96 Aqueous One Solution Reagent, REF
G358A, LOT 0000036780

NaCl 0,9 %, 235-0748, Braun

Neubauer-Zahlkammer

Paraformaldehyd (PFA), Merck, # 104005

Penicillin/Streptomycin (P/S) PAA (the cell culture company), Cat
No: P11-010

Phosphate Buffered Saline (PBS) gibco PBS ph 7,4. REF 10010-015,
LOT 1423518

Pipetten (2ml, 5ml, 10ml, 25ml) , Costar

Pipettenspitzen, 20 ul, 100 pl, 1000 pl, Greiner bio-one

Pipettierhilfe, accu-jet (Eppendorf)

Sodium dodecyl sulphate (SDS), Serva, # 20783

Spritzen (5ml, 10ml), Greiner bio-one

Staurosporin, S6942, (1mM in DMSO, 100 ug/214 pl), Sigma-Aldrich
Trichostatin A, Ready Made Solution, Sigma (5mM in DMSO, 0,2 ul-
filtered), 1952 200 UL

Trypsin-EDTA (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA), gibco, REF 25200-072

Zellkulturflaschen steril, Cellstar, Greiner bio-one
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2.1.2

Tiermodell

Die Kaninchen der Art Chinchilla Bastard; Crl:CHB (Bezugsquelle: Charles Ri-
ver, Deutschland) werden bevorzugt in Tierversuchen angewendet, da die Gro-

Re des Kaninchenauges der Grof3e eines menschlichen Auges nahe kommt.

21.3

Gerate und Programme

Anova analysis

ELISA-Reader, SLT 400 ATX

Fotoapparat, Nikon D100

Handspaltlampe SL-15, KOWA, Japan

JMP® (version 9.0.0 oder 10.0.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)
Kamera am Mikroskop Axiocam MRC Zeiss

Magnetruhrer, Heidolph, Reax 1R

Magnetruhrer, Heidolph; REAX 1R

Mikroskop Zeiss Axioskop 50

Operationsmikroskop, Carl Zeiss, OPMI CS-XY

Schidtz-Tonometer, J. Winter

Sterile Arbeitsbank, Microflow Biological Safety Cabin, Nunc
Tonopen XL; Medtronic Solan, Jacksonville, FL Waage, Sartorius LA
120S

Tukey-Kramer post hoc test

Wasserbad, GFL

Zeiss Axiocam

Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135, Zeiss
Zellkulturschrank/CO,-Inkubator, Heraeus

Zentrifuge, Heraeus Biofuge fresco

2.1.4 Nahrmedien

Das Nahrmedium fur die Tenonfibroblasten wurde aus 500ml Dulbecco’s Modi-
fied Eagle Medium (DMEM), 50 ml fetalem Kalberserum (FCS) und 5 ml einer
1:1 mit 0,9 % NaCl verdunnten Antibiotikalosung aus Penicillin und Streptomy-
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cin (P/S) hergestellt. Sowohl dieses als auch das fur den Migrationsassay beno-
tigte Assay Medium (DMEM + 0,1 % Bovine Serum Albumine (BSA) + 1 % P/S)

wurden als Medium wahrend den Zellkultur-Versuchen verwendet.

2.2 Methoden

2.2.1 Tierversuche

Der tierexperimentelle Teil der Evaluation zur Hemmung der Narbenbildung
nach Trabekulektomie durch CLT-28643 im Vergleich zu MMC und Placebo
wurde in einer doppelt-blinden Studie an 24 Kaninchen durchgefihrt. Die vier
Operationstage wurden an vier aufeinanderfolgenden Montagen durchgefuhrt.
An jedem dieser Tage wurden jeweils zwei Tiere einer Versuchsgruppe, insge-
samt also sechs Tiere, operiert. Jedes zweite Tier erhielt die Trabekulektomie-
Operation beidseits, wobei das linke Auge keine antifibrotische Therapie erhielt.
Samtliche Operationsschritte wurden von einem einzigen, erfahrenen Operateur
(Prof. Dr. med. Martin Spitzer) durchgefuhrt, der stets vom selben Ophthal-

mochirurgen (Dr. med. Maximilian Schultheil3) assistiert wurde.

2.2.1.1 Vorgehen innerhalb der Versuchsgruppen

Die rechten Augen der Kaninchen wurden in drei Gruppen a acht Augen unter-
teilt. An allen rechten Augen wurde eine Trabekulektomie (s. 2.2.1.2) durchge-
fuhrt. Hierbei wurde intraoperativ ein mit Placebo bzw. MMC getranktes
Schwammchen fur zwei Minuten unter der Bindehaut im Bereich des Filterkis-
sens appliziert und die Bindehauttasche anschlieend intensiv gespult. Zudem
erfolgte eine subkonjunktivale Placebo- bzw. CLT-28643-Injektion. Anschlie-
Rend wurden die Augen einen Monat lang viermal taglich mit CLT-28643- bzw.
Placebo (BSS)-Augentropfen getropft.

Die rechten Augen erhielten entsprechend ihrer Gruppenzuteilung folgende Be-
handlungen:
Bei der MMC-Gruppe wurde intraoperativ ein mit 0,04 %-iger MMC-L6sung ge-

tranktes Schwammchen fur zwei Minuten unter der Bindehaut im Bereich des

24



Filterkissens appliziert. Am Ende der Operation erfolgte subkonjunktival eine
Placebo-Injektion. Postoperativ wurden viermal taglich Placebo-Augentropfen
appliziert.

An den Augen der CLT++ Gruppe erfolgte eine Trabekulektomie mit intraopera-
tiver Applizierung eines mit Placebo getrankten Schwammchens unter die Bin-
dehaut. Am Ende der Operation erfolgte subkonjunktival eine CLT-28643-
Injektion. Postoperativ wurden viermal taglich CLT-28643-Augentropfen verab-
reicht.

In der CLT+ Gruppe erfolgte eine Trabekulektomie mit intraoperativer Applizie-
rung eines mit Placebo getrankten Schwammchens unter die Bindehaut. Am
Ende der Operation erfolgte subkonjunktival eine CLT-28643-Injektion. Posto-

perativ wurden viermal taglich Placebo-Augentropfen verabreicht.

Die linken Augen der Kaninchen wurden in zwei Untergruppen a zwolf Augen
unterteilt (Kontrolloperations- und unbehandelte Gruppe).

In der Kontroll-OP-Gruppe erfolgte eine Trabekulektomie ohne adjuvante intra-
operative Medikation, jedoch mit postoperativer Applikation von Placebo-
Augentropfen.

In der unbehandelten Gruppe erfolgte sowohl kein operativer Eingriff als auch
keine Tropfenapplikation.

2.2.1.2 Trabekulektomie

Die Trabekulektomie erfolgte am narkotisierten Kaninchen unter Rompun-
Ketanest Narkose. Die Spontanatmung blieb dabei erhalten. Hierfur wurde Ke-
tamin und Xylazin intramuskular in folgender gewichtsadaptierter Dosierung in-
jiziert: Fur die Narkose vor der Trabekulektomie und vor der Totung der Tiere
erfolgte die Dosierung mit 25 mg/kg Korpergewicht Ketamin und 2 mg/kg Kor-
pergewicht Xylazin. Wenn notwendig, wurde nach einer halben Stunde mit der
halben Dosis nachgespritzt. Fur die Sedation erfolgte die Dosierung mit 12,5

25



mg/kg Korpergewicht Ketamin und 1 mg/kg Korpergewicht Xylazin. Auch hier
erfolgte das Nachspritzen nach einer halben Stunde mit der Halfte der Dosis.
Entsprechend der Operation am menschlichen Auge wurde die Bindehaut mit 5
mm Abstand zum Limbus in Hohe von zwolf Uhr etwa 7 mm weit erdffnet. Die
Blutungen wurden mit Hilfe von Diathermie gestoppt. Innerhalb der so geschaf-
fenen Bindehauttasche wurden mit MMC oder Placebo getrankte Schwamm-
chen fur zwei Minuten platziert und anschlieRend wieder entfernt. Anschlieend
wurde der Bindehautsack ausgiebig mit PBS gespdult. Die Praparation des 3x3
mm Skleralappchens erfolgte in halber Skleradicke. Daraufhin erfolgten die
Trabekulektomie mit Hilfe eines Trepans mit einem Durchmesser von 1,2 mm
sowie die periphere Iridektomie. An den Enden des Skleralappchens wurden
10.0 Nylonnahte vorgelegt. Anschlief3end konnten die Nylonnahte geknupft und
die Konjunktiva mit einem 8.0 Vicrylfaden genaht werden. Als letzter Schritt
schloss sich je nach Versuchsgruppe eine subkonjunktivale Injektion des Filter-
kissens mit CLT-28643 oder Placebo an.

2.2.1.3 Postoperative Untersuchungen

Zur Verlaufsbeobachtung und postoperativen Kontrolle wurden sowohl praope-
rativ als auch postoperativam 1., 3., 5., 7., 10., 14, 17., 21., 24. und 28. Tag
folgende Untersuchungen durchgefuhrt: Intraokulare Druckmessung mittels
dem Tonopen unter vorheriger Applikation von anasthesierenden Augentropfen
(Conjuncain) sowie die Beurteilung des Filterkissens nach den Kriterien des
~Wurzburg Bleb Classification Score“ (WBCS) (s. Tabelle 2) [62]. Zudem wurde
der vordere Augenabschnitt mit Hilfe einer Handspaltlampe mit besonderem
Augenmerk auf die Tiefe und mogliche Entzindungszellen in der Vorderkam-
mer sowie auf das Ausmal} der Vaskularisation und der Abflusszone des Filter-

kissens hin untersucht.
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Tabelle 2: Wirzburg Bleb Classification Score zur Beurteilung des Filterkissens nach der Trabeku-

lektomie [62]

Vaskularisation 0 = avaskular 3 Punkte
1 = gleich zur Umge- 2 Punkte
bung
2 = starker 1 Punkt
3 = massiv 0 Punkte

Korkenziehergefalle 0 = keine 3 Punkte
1 = in einem Drrittel 2 Punkte
2 =in zwei Dritteln 1 Punkt
3 = im gesamten Filter- 0 Punkte
kissen

Mikrozysten 0 = keine 0 Punkte
1 = Uber dem Skleralflap 1 Punkte
2 = auf einer Seite des 2 Punkte
Filterkissens
3 = im gesamten Filter- 3 Punkte
kissen

Einkapselung des 0 = keine 3 Punkte

Filterkissens 1 = in einem Drrittel 2 Punkte
2 =in zwei Dritteln 1 Punkt
3 = im gesamten Filter- 0 Punkte

kissen

Die obengenannten Untersuchungen wurden am 3., 7., 14., 21. und 28. posto-

perativem Tag mit einer genaueren Druckmessung, welche mit einem Schiotz-

Tonometer durchgefuhrt wurde, sowie durch Fotographien des Filterkissens zur

Dokumentation erganzt. Fur diese zusatzlichen Untersuchungen war eine Se-

dierung notwendig.
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2.2.1.4 Enukleation und Vorbereitung fiir die Histologie

Nach einem Monat erfolgte die Totung der zuvor narkotisierten Tiere mit in-
trakardialer Injektion von T61 und anschlielender Enukleation. Um die Prapara-
te in der Histologie besser aufbereiten zu kdnnen, wurde eine Stelle in der Cor-
nea, moglichst nahe der Iridektomie, mit einem 7.0 Vicrylfaden markiert. Die
Augen wurden in 4,5 %-igem Formaldehyd mindestens 24 Stunden lang fixiert
und anschlief3end histologisch aufbereitet.

2.2.2 Histologie

Die in Formaldehyd gelagerten Augen wurden mittels einem Sagittalschnitt hal-
biert. AnschlieRend wurden die Gewebeproben getrocknet, in Paraffin eingebet-
tet und in mehrere aufeinanderfolgende 5 ym dicke Scheiben geschnitten. Die-
se wurden rehydriert und mit Hamatoxylin und Eosin (H&E-Farbung) angefarbt.
HierfGr waren mehrere Folgeschnitte notwendig bis die Operationsstelle der
Trabekulektomie exakt identifiziert werden konnte. Weitere aufeinanderfolgende
Schnitte wurden angefertigt. Diese Schnitte wurden entweder mit der H&E-
Farbung, der Masson Trichrom-Farbung oder immunhistochemischen Farbun-
gen analysiert. Die histologischen Praparate wurden anhand des Perkin Scores
(s. Tabelle 3) ausgewertet [63].

Tabelle 3: Perkin Score zur Beurteilung der histologischen Praparate [63]

Subkonjunktivale Kollagendichte 0 = keine Veranderung

1 = minimale Veranderung
2 = schwache Veranderung
3 = maldige Veranderung

4 = starke Veranderung

Vaskularisation/Gefalstrukturen 0 = keine Blutgefalie

1 = ein bis funf Blutgefalte

2 = sechs bis zwanzig Blutgefalle
3 = mehr als zwanzig Blutgefalle
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Fibrosierung innerhalb des Sklera- | O = keine Fibrosierung
spalts durch die Operation 1 = schwache Fibrosierung
2 = maRige Fibrosierung

3 = starke Fibrosierung

Zusatzlich wurde die durchschnittliche Anzahl an Becherzellen innerhalb des
Bindehautepithels manuell ausgezahlt.

Fir die Integrin- und SMA-Farbung wurden die Schnitte entparaffiniert und da-
nach erfolgten diverse Vorbehandlungen. Die Praparate wurden fur 20 Minuten
entweder gekocht oder auf 91 °C erwarmt oder mit Pronase und Proteinase K
vorbehandelt. Anschlie3end erfolgte die Farbung fur 30 Minuten bei Raumtem-
peratur (Konzentrationen: a-SMA antibody 1:100, 1:500, 1:800 und a5fB1-
integrin antibody 1:50, 1:100, 1:500). Zum Schluss erfolgte die Kontrastfarbung

mit Hamatoxylin 1l fur eine Minute.

Das Kochen der Praparate zur Vorbereitung fur die immunhistochemische Far-
bung zerstorte die Sklera der Operationsstelle. Das Erwarmen der Schnitte auf
91 °C und die Vorbehandlung der Schnitte mit Pronase oder Proteinkinase K
fuhrte zwar zu einem besseren Erhalt des Gewebes, die anschlieRenden Far-
bungen fuhrten dennoch nicht zu einem zufriedenstellenden Ergebnis. Auch die
Verwendung von hoheren Konzentrationen der Antikorperlosungen fuhrte zu

keiner besseren immunhistochemischen Farbung der Schnitte.

Zur Dokumentation wurden jeweils von der Operationsstelle aller Augen in un-
terschiedlichen VergrolRerungen reprasentative Fotographien in samtlichen
Farbungen angefertigt.

2.2.3 Zellkulturversuche

2.2.3.1 Zellkultur und Kultivierung
Die humanen Tenonfibroblasten wurden von Patienten unterschiedlichen Alters

unter vorheriger Zustimmung der Patienten in der Universitatsaugenklinik Tu-
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bingen entnommen. Kultiviert wurden die Tenonfibroblasten in dem oben be-
schriebenem Nahrmedium (DMEM, Fetales Kalberserum, Penicillin / Strepto-
mycin) im Zellkulturschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer Luftfeuchtig-
keit.

Die bei diversen Operationen gewonnenen Tenonfibroblasten wurden in Zellkul-
turflaschen im Zellkulturschrank kultiviert. Nach einigen Wochen waren Zellaus-
laufer unter dem Mikroskop ersichtlich und der Boden konfluent bewachsen. Zur
Vermehrung und zum Erhalt der Kulturen war es ndétig, eine regelmalfige mikro-
skopische Kontrolle sowie fur optimale Lebensbedingungen einen wochentli-
chen Mediumwechsel mit 20 ml frischem Medium durchzufihren. Unter dem
Mikroskop waren die Tenonfibroblasten als spindelférmige, langliche Zellen er-
kennbar. Durch die regelmaRige mikroskopische Kontrolle konnten Zelldichte,
Konfluens und Morphologie der Zellen bestimmt werden.

Wurde ein konfluentes Wachstum der Zellen erreicht, so wurden die Zellen ge-
splittet. Hierbei wurde das Medium vorsichtig abgesaugt, die Zellen mit 20 ml
sterilem Phosphate Buffered Saline (PBS) gewaschen und das PBS anschlie-
Rend wieder abgesaugt. Durch Hinzugabe und einminutiger Inkubation von 1 ml
Trypsin-EDTA Losung (Trypsin) I6sten sich die Zellen vom Boden der Kulturfla-
sche und konnten vorsichtig abgeklopft werden. Die Lysierung der Zellen wurde
mikroskopisch kontrolliert. Die gelosten Zellen wurden mit 19 ml frischem Medi-
um resuspendiert und jeweils 5 ml der so entstandenen Losungen in vier neue
Kulturflaschen geflllt. In jede der neuen Kulturflaschen wurden anschlielfRend
15 ml frisches Medium hinzugegeben, um die Ursprungsmenge des Nahrmedi-
ums von 20 ml pro Kulturflasche zu erreichen. Innerhalb von zwei bis drei Wo-
chen waren die Boden der Kulturflaschen erneut konfluent bewachsen, so dass
die Zellen fur die Versuche verwendet werden konnten bzw. erneut gesplittet

werden mussten.

2.2.3.2 Aussdéden der Zellen in eine 96-Well-Platte
Fur die Versuchsreihen wurden ausschliellich Tenonfibroblasten verwendet,
die konfluent gewachsen waren und sich meist zwischen der zweiten und funf-

ten Passage befanden. Die Kultur wurde - wie bereits oben beim Splitten der
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Zellen beschrieben - mit PBS gewaschen und mittels Trypsin vom Boden abge-
I6st. Anschlieliend wurden die Zellen mit 19 ml frischem Medium resuspendiert
und gut gemischt. Mit einer Neubauer-Zahlkammer konnte die Zellzahl unter
dem Mikroskop bestimmt werden. Die LOosung wurde auf eine Konzentration
von 10° Zellen/ml verdiinnt, so dass 10* Zellen/Well (100 pl/Well) auf 96-Well-
Platten ausgesat werden konnten. Um Abweichungen durch Verdunstung zu
vermeiden, wurden die aulReren Wells der Platten jeweils mit 100 pl frischem
Medium befullt. Die Platten wurden anschlief3end im Zellkulturschrank inkubiert
und nach 24 Stunden das Anwachsen der Zellen mikroskopisch kontrolliert. Um
verschiedene Konzentrationen des CLT- und Placebo-Wirkstoffes vergleichen
zu konnen, wurde ebenfalls nach 24h jeweils eine Verdunnungsreihe fur fol-
gende Konzentrationen erstellt: 1:5, 1:10, 1:15, 1:50 CLT bzw. Placebo. Das
Medium vom Vortag wurde unter Beibehalten der Zellen in den Wells vorsichtig
abgesaugt. Danach erfolgte die Zugabe von 100 pl/Well von der jeweiligen ver-
duinnten CLT- bzw. Placeboldsung. Dabei wurde jeder Spalte eine separate
Konzentration zugewiesen, so dass sechs Wells (n=6) pro Spalte - also pro
Konzentration - ausgewertet werden konnten. Eine Spalte der Platte diente als
Kontrolle. Hierbei wurde lediglich das Medium abgesaugt und 100 pl/Well fri-
sches Medium auf die angewachsenen Zellen gegeben.

2.2.3.3 MTS-Test

Die quantitative Analyse des Wachstums und der Vitalitat der Tenonfibroblasten
erfolgte kolorimetrisch mit einem Dimethylthiazol-carboxymethoxyphenyl-
sulfophenyl-tetrazolium-Assay (MTS-Assay). Hierfur verwendeten wir folgendes
Kit: Promega CellTiter 96 Aqueous One Solution Reagent. Die mitochondrialen
Dehydrogenasen metabolisch aktiver Zellen sind in der Lage, in Anwesenheit
eines elektronenbindenden Stoffes wie PES (Phenazin-Ethosulfat) das in der
Assaylosung vorhandene MTS-Reagenz in ein Formazan-Produkt zu reduzie-
ren. Durch die Absorption des farbigen Formazans bei 490 nm im ELISA-
Reader kann die Zellviabilitat indirekt bestimmt werden, da die Umsetzung des
MTS nur bei intakter Atmungskette moglich ist. Dazu werden von den bei 490

nm gemessenen Absorptionswerten die speziellen Absorptionswerte von 690
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nm (Hintergrundabsorption) subtrahiert. Hierdurch erhalt man diejenige Absorp-
tion, welche durch die Formazan-Produktion hervorgerufen wird [64]. Das quan-
titative Ergebnis gibt durch den messbaren Verlust an vitalen Zellen indirekt
Auskunft Uber den zytotoxischen Effekt der untersuchten Substanzen.

Gemal den Herstellerangaben (www.promega.com) wurden am ersten, dritten

und funften Tag nach Aussaen der Zellen 20 pl der Assaylosung in jedes Well
pipettiert. Nach 90 Minuten Inkubationszeit im Zellkulturschrank erfolgte die fo-
tometrische Messung bei 490 nm, 690 nm (Hintergrundabsorption) und der Del-
ta OD wurde entsprechend den obigen Angaben berechnet. Pro Konzentrati-
on/Kontrolle erfolgte an jedem Tag eine 6-fache Durchfuhrung des Tests, so
dass Mittelwert und Standardabweichung berechnet werden konnten. Die Wer-
te der Kontrollgruppe wurden als 100 %-ige Viabilitat definiert und die Werte der
anderen Gruppen dazu in Relation gesetzt.

Um die Zellen fur den darauffolgenden Kristallviolett-Test zu fixieren, wurde im
Anschluss an den MTS-Test das Medium von der Platte abgeklopft und 100 pl
4 %-iges Paraformaldehyd (PFA) in jedes Well pipettiert. Nach funfzehnminuti-
ger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Zellen drei Mal mit 200 pl
vollentsalztem Wasser (VE-Wasser)/Well gewaschen. Beim letzten Waschgang
wurden 200 pl VE-Wasser in den Wells belassen und die mit Parafilm versiegel-
ten Platten im Kuhlschrank aufbewahrt, bis die Kristallviolett-Farbung durchge-
fuhrt wurde. Erfolgte die Kristallviolett-Farbung direkt nach dem MTS-Test, so
mussten die Zellen lediglich mit VE-Wasser gewaschen, jedoch nicht mit PFA

fixiert werden.

2.2.3.4 Kristallviolett-Test

Durch den Kristallviolett-Test kann die Anzahl an adharent wachsenden Zellen
bestimmt werden. Da nur lebende Zellen die Eigenschaft der Adharenz aufwei-
sen, I6sen sich die bereits abgestorbenen Zellen beim Waschgang vor der Kris-
tallviolett-Farbung ab und werden ausgewaschen. Der Kristallviolett-Test gibt
also anhand des Ausmalles der gefarbten Zellen eine quantitative Aussage
uber die Anzahl der lebenden Zellen. Die Messung erfolgte nach Lyse der Zel-

len am Photometer [65].
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Der Kristallviolett-Test wurde sowohl im Anschluss des MTS- sowie des Adha-
sions-Assays durchgefuhrt.

Fir den Kristallviolett-Test wurde das VE-Wasser aus den Platten abgeschuttet
und 100 pl Crystal Violet Solution (Kristallviolettlosung) in jedes Well pipettiert.
Nach 30-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Losung abge-
schuttet und wiederum drei Mal mit 200 pl VE-Wasser/Well gewaschen, um den
uberschussigen Farbstoff zu entfernen. Beim letzten Waschdurchgang wurde
das Wasser mittels einer Pumpe vorsichtig abgesaugt. Anschliel3end erfolgte
eine Lyse der Zellen mittels 100 pl 1 %-ige SDS-Losung pro Well, welches 60
Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Dadurch wurde der Farb-
stoff von den Zellen freigesetzt. Die Absorption wurde danach bei 595 nm am
Fotometer gemessen. Aus den sechsfachen Messungen pro Konzentrati-
on/Kontrolle wurde der jeweilige Mittelwert inklusive Standardabweichung be-
rechnet und die Kontrolle als 100 % definiert. Um bei der Auswertung die Werte

vergleichen zu kdnnen, wurden die anderen Mittelwerte dazu in Bezug gesetzt.

2.2.3.5 Caspase 3/7-Assay

Mittels dem Caspase-Assay ,Caspase-Glo 3/7 Assay Kit, Promega“ kann die
Aktivitat der intrazellularen Cystein-Aspartat-Proteasen (Caspasen) 3 und 7
gemessen werden. Diese gehoren zu den Effektorcaspasen, deren Vorlaufer
von den Initiatorcaspasen (2, 8, 9, 10) aktiviert werden [66]. Im Rahmen der
physiologisch in den Zellen ablaufenden Apoptose wird eine Kaskade von
Caspasen aktiviert, die Zellproteine spalten.

In unserem Versuchsansatz wird durch Zugabe des Caspase-Assays eine Zell-
lyse initilert und somit die Caspasen freigesetzt. Basierend auf der Abspaltung
des Aminoluciferin von der Tetrapeptidsequenz DEVD (Aspartat-Glutamin-
Valin-Aspartat), die einen spezifischen Angriffspunkt fur die Caspasen 3 und 7
darstellt, kann die Caspasenaktivitat bestimmt werden. Das von den Peptiden
getrennte Aminoluciferin kann nun wiederum von der Luciferase als Substrat
zur Erzeugung eines Lumineszenzsignals verwendet werden. Die Starke der

erzeugten Lumineszenz steht in Korrelation zur Anzahl der aktivierten Caspa-
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sen, so dass eine Aussage Uber das Ausmal’ der Apoptose getroffen werden
kann.

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 10* Zellen/Well auf 96-Well-Platten, wie
bereits im Kapitel 2.2.3.2 erlautert, ausgesat. Jede Konzentration bzw. die Kon-
trolle konnte in sechsfacher Ausfuhrung (n=6) getestet werden. Fur die Durch-
fuhrung des Caspaseassays wurden 100 ul der Caspseassaylosung in jedes
Well pipettiert. Anschliel3end folgte eine einstindige Inkubation im Dunkeln bei
Raumtemperatur, bevor die Lumineszenz am Fotometer bei verschiedenen
Sensitivitaten (100, 125, 150, 175) gemessen werden konnte. Ausgewertet
wurde diejenige Sensitivitat, bei der alle Konzentrationen vollstandig erfasst
wurden. Durch die mehrfache Wertbestimmung pro Konzentration (n=6) konn-
ten die Mittelwerte mit Standardabweichungen bestimmt werden. Auch beim
Caspase-Assay wurde der Kontrollwert als 100 % definiert und die anderen
Werte dazu in Bezug gesetzt.

Um eine Positivkontrolle fur den Caspase-Test durchzufihren, wurden in einem
neuen Ansatz zusatzlich zur Caspasel6sung verschiedene Konzentrationen von
Staurosporin bzw. Trichostatin A zugefugt. Staurosporin als Proteinkinaseinhi-
bitor und Trichostatin A als Histon-Deacetylase-Inhibitor induzieren die Apopto-
se. Staurosporin wurde in einer Verdinnung von 3.000 nM, 900 nM, 600 nM
und 300 nM, Trichostatin A in einer Verdunnung von 10.000 nM, 3.000 nM,
2.000 nM und 1.000 nM zugefugt.

2.2.3.6 Migrations-Assay

Der Migrationsassay zeigt den Einfluss von CLT-28643 bzw. Placebo auf die
durch basic fibroblast growth factor (bFGF) induzierte Migration der Tenon-
fibroblasten. Sowohl Migration als auch Adhasion (s. 2.2.3.7) werden haupt-
sachlich durch Interaktionen zwischen Fibronectin (FN) und FN-spezifischem
a5B1-Integrin hervorgebracht [67].

Die Migration wurde anhand folgender Gruppen getestet: CLT bzw. Placebo in
folgenden Verdunnungen 1:5, 1:10, 1:15, 1:50, Kontrolle + bFGF, Kontrolle —
bFGF und ein background, der weder beschichtet noch geblockt wurde. Die
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Durchfuhrung dieses Assays orientiert sich im Wesentlichen an der Veroffentli-
chung von Zahn et al. [67].

FUr den Migrations-Assay wurden folgende Versuchsplatten verwendet: 8 um
pore HTS FluoroBloc Multiwell Inserts System, BD Bioscience Falcon. Zur Vor-
bereitung wurden 24 Stunden vor Beginn des Assays die Unterseiten der Filter
fur die Migration der Zellen mit jeweils 20 yl des auf 10 pg/ml verdiunnten Fib-
ronectins (FN) beschichtet. Nach einstundiger Inkubation bei Raumtemperatur
folgte das Blocken mit jeweils 20 yl des 2 %-igen Bovine Serum Albumine
(BSA) in 30-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur. Unbeschichtet blieben
allerdings die Filter fur die background-Gruppe. Aufgrund der GrofRRe der Flu-
oroBloc-Platten konnten jeweils drei Wells einer Gruppe zugeordnet werden
(n=3), anhand dessen Mittelwert und Standardabweichung fur die jeweilige
Gruppe berechnet werden konnte.

Ebenfalls 24 Stunden vor Beginn des Assays lieRen wir die Zellen ,hungern®.
Hierfur wurde in den Kulturflaschen das Medium vorsichtig abgesaugt, die Zel-
len mit PBS gewaschen und anschlielfend 20 ml Assay Medium (DMEM + 0,1
% BSA + 1 % P/S) pro Flasche hinzugegeben.

Zu Beginn des Assays wurden die Zellen mit PBS gewaschen, trypsiniert und
mit normalem Nahrmedium versorgt. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation
unter 800 rpm (Zentrifuge, Heraeus Biofuge fresco) fur funf Minuten, woraufhin
der Uberstand abgesaugt werden konnte. Nach der Wiederaufnahme der Zellen
in PBS wurden die Zellen in der Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Die Zelll6-
sung wurde auf eine Zelldichte von 4,1 x 10* Zellen pro 250 pl, d.h. 1,64 x 10°
Zellen/ml verdinnt. Es folgte eine erneute Zentrifugation mit anschlielendem
Absaugen des Uberstandes. Die Zellen wurden anschlieend in Assay Medium
resuspendiert.

Ziel war es, die Inserts mit 500 pl Losung (Zellen plus die jeweilig verdunnte
Substanz von CLT/Placebo) zu fullen. Die Wells selbst sollten mit 1000 pl Lo6-
sung (Assay Medium, 10 ng/ml bFGF und die jeweilig verdinnte Substanz) ge-
fullt werden. Die Wells und die Inserts fur die Kontrollgruppe ,Kontrolle + bFGF*
wurden wie oben beschrieben beflllt - mit der Ausnahme, dass keine verdinnte

CLT/Placebo-Losung hinzugegeben wurde. Fur die Kontroligruppe ,Kontrolle -

35



bFGF* wurde zusatzlich zu den verdunnten CLT/Placebo-Losungen auch der
bFGF-Zusatz weggelassen. Fur die Background-Gruppe erfolgte die Zusam-
menstellung der Losungen entsprechend der Gruppe ,Kontrolle + bFGF*. Hier-
bei wurden jedoch — wie sonst normalerweise bei der Background-Gruppe nicht
ublich — Zellen verwendet. Die Migration erfolgte fur funf Stunden im Zellkultur-

schrank.

Die Immunfluoreszenz wurde mit einer Calcein- und DAPI (4’,6-Diamidin-2-
phenylindol)-Farbung durchgefihrt. Calcein Acetoxymethylesterderivat (Calcein
AM) ist ein Fluoreszin-Derivat, das durch seine lipophilen Eigenschaften durch
die Zellmembranen in die Zellen gelangen kann. Dort wird es von Esterasen in
Calcein umgewandelt und bildet mit dem intrazellularen Kalzium Komplexe, so
dass es membranundurchlassig wird. Erst durch die Hydrolysierung fluoresziert
das Calcein, welches als Calcein-AM als farbloses Reagenz vorlag. Da Estera-
sen nur in vitalen Zellen synthetisiert werden konnen, stellt die Calceinfarbung
eine Lebendfarbung da.

DAPI ist ein fluoreszierender Farbstoff, der sich an die DNA anlagert und somit
Zellkerne anfarbt. DAPI besitzt ein Emissionsmaximum von 461 nm und liegt
somit im kurzwelligen (blauen) Bereich des sichtbaren Lichts. Dies hat den Vor-
teil, dass zusatzlich weitere Immunfluoreszenzen verwendet werden konnen,
ohne dass sich die Signale Uberschneiden.

Fiar die Calceinfarbung wurden die Losungen (Assay Medium, mit bzw. ohne
bFGF und die jeweilig verdunnte Substanz) abgeschuttet und mit 1 ml Calcein
(4 uM Calcein in PBS) pro Well fur 30 Minuten im Zellkulturschrank inkubiert.
AnschlieRend wurde die Calcein-Losung wieder abgeschuttet, ohne jedoch die
Wells zu spulen, und mit 1 ml PFA pro Well fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln fur die DAPI-Farbung fixiert. Daraufhin wurde das PFA abgeschut-
tet, 1 ml PBS in jedes Well gefullt und wieder abgeschuttet. Von der DAPI-
Reagenz wurde 1 ml in jedes Well pipettiert und fur funf Minuten bei Raumtem-
peratur im Dunklen inkubiert. Anschliefend konnte die LOsung abgeschuttet
und die Wells mit PBS beflullt werden, um die Zellen vor Austrocknung zu

schutzen.
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Die Fluoreszenz-Messung konnte nun bei 485 und 538 nm am Fotometer vor-
genommen werden. Unter dem Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss inverses Mikro-
skop Axiovert 135, Zeiss) wurden reprasentative Bilder fur die jeweilige Farbung
entsprechender Beleuchtung angefertigt. Bei 10-facher Vergrofderung wurde
jeweils ein Bild fur die DAPI- und eines fur die Calceinfarbung aufgenommen,

welche anschlieRend Ubereinander gelagert wurden.

2.2.3.7 Adhéasions-Assay

Mittels des Adhasions-Assays kann der Einfluss von Substanzen auf die Adha-
sion der Zellen evaluiert werden. Die Durchfuhrung dieses Assays orientiert
sich im Wesentlichen an der Veroffentlichung von Zahn et al. [67].

FUr den Adhasions-Assay wurden normale 96-Well-Platten entsprechend dem
Migrations-Assay 24 Stunden vorher mit Fibronectin beschichtet und mit BSA
geblockt.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, vom Untergrund mit 1 ml cell dissocia-
tion solution gelost und in 20 ml Medium (DMEM + P/S, jedoch ohne FCS) auf-
genommen. Nach dem Zahlen der Zellen mittels der Neubauer Zahlkammer
wurden die Zellen unter 800 rpm fur funf Minuten abzentrifugiert (Zentrifuge,
Heraeus Biofuge fresco). Der Uberstand an Medium wurde abgesaugt und die
Zellen entsprechend der gewunschten Konzentration von 5 x 10* Zellen/Well,
bzw. 5 x 10° Zellen/ml erneut in oben beschriebenem Medium dissoziiert. In je-
des Well wurden 200 pl in der jeweiligen Verdinnung der Substanzen geloste
Zellen pipettiert. Die Platten wurden anschliel3end fur 45 Minuten bei 37°C in-
kubiert.

Um die Zellzahl der lebenden, adharenten Zellen zu ermitteln, schloss sich da-
rauf eine Kristallviolett-Farbung an. Die Vorgehensweise hierfur ist im Kapitel

JKristallviolett-Test* auf S. 32 nachzulesen.

2.2.4 Statistische Analysen
Fur die statistischen Analysen wurden die Mittelwerte und Standardabweichun-

gen der durchgefuhrten Tests berechnet und in ein Diagramm Ubertragen. Die
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computerbasierte Auswertung wurde mit Hilfe von JMP® (version 9.0.0 or ver-
sion 10.0.0, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) durchgefuhrt. Mittels ANOVA
analysis, Dunnett und Tukey-Kramer post hoc test wurden Unterschiede zwi-
schen den Gruppen getestet. Dabei wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05
festgelegt.

Fir die statistische Auswertung des Uberlebens der Filterkissen wurde der Log-
Rang-Test verwendet, auf dessen Basis die Kaplan-Meier-Kurven erstellt wur-
den.
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3 Ergebnisse

3.1 Tierversuche

3.1.1 Praoperative Beurteilung

In der praoperativen Untersuchung mittels Handspaltlampe konnte in allen Au-
gen eine regelrechte Vorderkammeranatomie festgestellt werden. Der Befund
ergab eine normal tiefe Vorderkammer, reizfreie Konjunktiven, sowie klarbre-
chende optische Medien. In der Funduskopie waren eine regelrechte Retina,
sowie ein gesunder N. opticus nachweisbar. Um den intraokularen Druck (IOP)
zu messen, wurden sowohl der Tonopen als auch das Schiétz Tonometer ver-
wendet. Praoperativ waren mit beiden Druckmessmethoden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen feststellbar. In der MMC-Gruppe wurde
ein praoperativer IOP von 16,0 + 2,3, in der CLT+ Gruppe ein IOP von 17,3 %
4,0, in der CLT++ Gruppe ein IOP von 18,9 £ 2,6, in der Kontroll-OP-Gruppe
von 17,2 + 3,6 und in der unbehandelten Gruppe ein IOP von 17,8 £ 3,0 ermit-
telt (Tabelle 4).

3.1.2 Intraoperativer Ablauf

Ein Tier starb kurz nach Beendigung der Trabekulektomie infolge der injizierten
Anasthetika an respiratorischer Insuffizienz. Dieses Tier musste von unserer
Studie ausgeschlossen werden. Am entsprechenden Tag erfolgte daher die
Operation an sieben Tieren, wobei das siebte Tier nach demselben Protokoll
wie das verstorbene Tier operiert und behandelt wurde. So konnte die Anzahl
der Versuchstiere pro Gruppe aufrechterhalten werden. An keinem weiteren der
Operationstage kam es zu schwerwiegenden Komplikationen. Es traten ledig-
lich zwei kleinere Komplikationen auf: In zwei Augen kam es am Ende des Ein-
griffs zu einer ausgepragten Vorderkammerblutung. Die betroffenen Augen re-
sorbierten die Blutungen jedoch ohne erforderliche Behandlung oder weitere
Komplikationen innerhalb weniger Tage. An beiden Augen wurde weder ein
verfrihtes Versagen noch ein Verstopfen des Filterkissens beobachtet.
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3.1.3 Postoperative Folgeuntersuchungen

3.1.3.1 Augeninnendruckmessungen

Beim Vergleich der mittels Schidtz-Tonometrie ermittelten durchschnittlichen
Augeninnendruckwerte (IOP) liel3 sich innerhalb der einzelnen Gruppen vergli-
chen mit dem jeweiligen praoperativen Ausgangswert Folgendes ermitteln:

In der unbehandelten Gruppe wurde ein praoperativer IOP von 17,8 + 3,0 ge-
messen. Am 3. und 21. postoperativen Tag erfolgte ein statistisch signifikanter
Werteabfall (13,3 £ 4,7 und 12,6 £ 2,8) verglichen mit dem praoperativen 10P-
Wert (Abbildung 4). Die IOP-Werte blieben auch an den restlichen Tagen nied-
riger als der Ausgangswert und bewegten sich zwischen 13,4 und 15,2.

In der MMC-Gruppe wurde an samtlichen postoperativen Messungen ein statis-
tisch signifikant niedriger IOP als am praoperativen Tag (16,0 £ 2,3 mmHg) er-
mittelt (Abbildung 4). So schwankten die Werte zwischen dem 3. und 28. posto-
perativen Tag zwischen 5,9 und 10,2 (Tabelle 4, Abbildung 4).

Bei der CLT++ Gruppe ergab sich ein der MMC-Gruppe ahnlicher Verlauf. Der
praoperativ ermittelte IOP lag bei 17,3 + 4,0 (Tabelle 4). An samtlichen postope-
rativen Messungen wurde ebenfalls ein zum praoperativen |OP-Wert statistisch
signifikanter IOP-Abfall ermittelt (Abbildung 4). Hierbei lagen die Werte ab dem
3. postoperativen Tag zwischen 5,1 und 11.6 (Tabelle 4).

In der CLT+ Gruppe lag der praoperative IOP bei 18,9 £ 2,6 (Tabelle 4). Am 3.
postoperativen Tag erfolgte ein statistisch signifikanter IOP-Abfall auf 5,1 + 3,4
(Abbildung 4). Die IOP-Werte blieben bis einschliel3lich dem 21. postoperativen
Tag statistisch signifikant niedriger als der Ausgangs-IOP-Wert und schwankten
zwischen 5,1 und 9,3 (Abbildung 4). Am 28. postoperativen Tag betrug der IOP-
Wert 15,1 £ 3,8 und war somit nicht mehr statistisch signifikant unterschiedlich

gegenuber dem praoperativen |[OP-Wert (Tabelle 4).
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In der Kontroll-OP-Gruppe wurde ein praoperativer IOP von 17,2 + 3,6 gemes-
sen (Tabelle 4). Ahnlich der CLT++ Gruppe lag ein statistisch signifikanter Wer-
teabfall im Vergleich zum praoperativen IOP bis einschlie3lich dem 21. posto-
perativen Tag vor (Abbildung 4). Hierbei schwankten die Werte zwischen 7,1
und 13,2 (Tabelle 4). Am 28. postoperativen Tag betrug der gemessene |IOP
14,8 £+ 3,2 und war somit nicht mehr statistisch signifikant niedriger als der

praoperativ gemessene IOP (Abbildung 4).

Beim Vergleich der operativen Gruppen mit der unbehandelten Gruppe konnten
folgende Ergebnisse ermittelt werden:

Am praoperativen Tag konnten zwischen den Gruppen keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede festgestellt werden. Die Werte aller Gruppen bewegten
sich zwischen 16,0 und 18,9 (Tabelle 4). Am 3. postoperativen Tag wiesen je-
doch alle operativen Gruppen (MMC-, CLT+, CLT++, Kontroll-OP-Gruppe) ei-
nen statistisch signifikant niedrigeren IOP als die unbehandelte Gruppe auf.
Am 7. postoperativen Tag wiesen die MMC-, die CLT+ und die Kontroll-OP-
Gruppe einen statistisch signifikant niedrigeren IOP als die unbehandelte Grup-
pe auf. Wahrend die unbehandelte Gruppe einen IOP von 13,4 hatte, bewegte
sich der IOP der operierten Gruppen zwischen 7,3 und 9,5 (Tabelle 4). Am 14.
postoperativen Tag erreichten lediglich die MMC- und die CLT+ Gruppe einen
statistisch signifikant niedrigeren IOP als die unbehandelte Gruppe (unbehan-
delte Gruppe: 15,2, MMC-Gruppe: 6,6, CLT+ Gruppe: 9,1) (Abbildung 3). Nach
dem 14. postoperativen Tag erreichte jedoch keine der operierten Gruppen ei-
nen signifikanten Unterschied zur unbehandelten Gruppe mehr (Abbildung 3).
Insgesamt gesehen stieg der IOP der Kontroll-OP-Gruppe kontinuierlich schnel-
ler an als derjenige der antifibrotisch behandelten Studiengruppen, wenn auch
nicht statistisch signifikant. Schon am 14. Tag lag der IOP der Kontroll-OP-
Gruppe bei 11,7 £ 4,0, wohingegen die anderen operierten Gruppen Werte zwi-
schen 6,6 und 10,1 erreichten (Tabelle 4). Auch am 21. Tag erreichte die Kon-
troll-OP-Gruppe mit 13,2 + 2,4 den hdchsten Wert unter den operativ behandel-
ten Gruppen (Tabelle 4).
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Den niedrigsten IOP am Studienende erzielte die MMC-Gruppe mit einem I0P
von 10,2 + 2,0 am 28. Tag. Dicht gefolgt vom IOP der CLT++ Gruppe mit 10,8
4,4 (Tabelle 4). Der MMC-Wert war sowohl im Vergleich zum IOP der CLT+
Gruppe (15,1 + 3,8) als auch zum IOP der Kontroll-OP-Gruppe (14,8 + 3,3) sta-
tistisch signifikant niedriger (Tabelle 4). Den hochsten |IOP wies die CLT+
Gruppe mit einem IOP von 15,1 + 3,8 auf, der damit statistisch signifikant hoher
war als der der MMC-Gruppe (Tabelle 4).

Zusammenfassend erfolgte verglichen mit den praoperativen IOP-Werten in
samtlichen Gruppen ein zu Beginn der postoperativen Phase (3. postoperativer
Tag) signifikanter Druckabfall (Abbildung 3). Am Ende der Verlaufsbeobachtung
erzielten die CLT+ Gruppe, die unbehandelte Gruppe sowie die Kontroll-OP-
Gruppe verglichen mit den jeweiligen praoperativen Ausgangswerten keinen
signifikanten Druckminderungsunterschied (Abbildung 4). Im Gegensatz dazu
erwies sich die Druckminderung in der MMC- und CLT++ Gruppe am 28. Tag

immer noch als signifikant (Abbildung 4).
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Abbildung 3: Die durchschnittlichen IOP-Werte aller Gruppen mit signifikanten Unterschieden der
Werte zwischen den Gruppen an einzelnen Tagen, gemessen mit dem Schiétz Tonometer.
Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardabweichung im Graphen dargestellt. Hierbei
stehen die eingefiigten Symbole fiir Folgendes: ** p<0,01 und *** p<0,001 der MMC-Gruppe im Ver-
gleich zur unbehandelten Gruppe; $ p<0,05 und $$$ p<0,001 der CLT+ Gruppe im Vergleich zur un-
behandelten Gruppe; ooo p<0,001 der CLT++ Gruppe im Vergleich zur unbehandelten Gruppe; §
p<0,05 und §§§ p<0,001 der Kontroll-OP-Gruppe im Vergleich zur unbehandelten Gruppe; + p<0,05
der MMC-Gruppe im Vergleich zur CLT++ Gruppe und } p<0,05 der MMC-Gruppe im Vergleich zur
Kontroll-OP-Gruppe [68].
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Tabelle 4: Durchschnitt IOP

Ta 0 3 7 14 21 28
16.0£23 59+39 7.3+39 6.6+43 98+49 10.2+20
189+26 51+34 91+27 91+51 9.3+47 15.1+38
17.3t40 51+10 95+24 10.1+45 11.6+3.0 10.8t4.4
17.2+36 7.1+35 9.3+34 11.7+40 13.2+24 14.8+3.2
17.8+30 13.3t47 13.4+33 152+47 12.6+28 13.9+33
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Abbildung 4: Die durchschnittlichen IOP-Werte aller Gruppen mit signifikanten Unterschieden der
Werte zwischen den Gruppen im Vergleich zum durchschnittlich gemessenen IOP-Wert an Tag 0.
Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardabweichung in den Graphen dargestelit. Hierbei
stehen die eingefiigten Symbole fiir Folgendes: * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001 im Vergleich

zum praoperativen Druckwert [68].
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Bei einer neuen statistischen Auswertung bestimmten wir den Delta-IOP. Dieser
zeigt den Druckabfall als Differenz zwischen dem jeweils praoperativ gemesse-
nen Druck (Nulllinie) und den an den verschiedenen Zeitpunkten gemessenen
postoperativen Druckwerten an. Hieraus ergaben sich folgende Anderungen
der Ergebnisse:

Der Effekt der Drucksenkung war in allen operativen Gruppen ahnlich. Zu be-
achten ist allerdings, dass auch die unbehandelte Gruppe ein gemindertes
Druckprofil wahrend der Studie aufwies (Abbildung 5). Zwischen der Kontroll-
OP-Gruppe und den anderen operativen Gruppen konnte zu keinem Zeitpunkt
ein statistisch signifikanter Delta-IOP-Unterschied festgestellt werden. Lediglich
am dritten postoperativen Tag zeigte sich ein signifikant niedrigerer Delta-IOP-
Wert der unbehandelten Gruppe im Vergleich zur Kontroll-OP-Gruppe
(Abbildung 5).
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Abbildung 5: Delta-lOP-Levels aller Gruppen verglichen mit den praoperativen bestimmten IOP-
Werten als Basislinie. ** p<0,01 beim Vergleich der Kontroll-OP-Gruppe mit der unbehandelten
Gruppe [68]
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3.1.3.2 Uberlebenszeit des Filterkissens

Bei der Analyse der Anzahl der funktionsfahigen Filterkissen Uber die Zeit zeig-
te sich, dass bei der Kontroll-OP-Gruppe bereits nach 5 Tagen, bei den beiden
CLT-Gruppen nach 14 Tagen und bei der MMC-Gruppe nach 21 Tagen die ers-

ten Sickerkissen verschlossen waren.

Im Detail betrachtet, sank bei der Kontroll-OP-Gruppe der prozentuale Anteil
der noch funktionierenden Sickerkissen, der bis zum 3. postoperativen Tag
noch bei 100 % lag, schon am 5. postoperativen Tag auf 83 % ab. Am 7. post-
operativen Tag lag der Anteil bei 75 % und sank am 10. Tag auf 33 % ab
(Abbildung 6). Bereits am 21. Tag war bei der Kontroll-OP-Gruppe keinerlei Fil-
terkissen-Funktion mehr erhalten (Abbildung 6).

In der MMC-Gruppe waren bis einschlie3lich des 17. post-OP Tages alle Filter-
kissen funktionsfahig (Abbildung 6). Am 21. Tag verschlossen sich die ersten
Filterkissen (87,5 %); am 28. Tag waren jedoch 75 % weiterhin funktionsfahig.

Der Anteil der funktionierenden Filterkissen in der CLT++ Gruppe war bis zum
10. postoperativen Tag 100 %-ig gegeben. Am 14. postoperativen Tag sank
dieser auf 75 %, am 21. postoperativen Tag auf 50 % ab (Abbildung 6). Bei der
letzten Verlaufskontrolle am 28. postoperativen Tag lag der Anteil nur noch bei
12,5 % (Abbildung 6).

Bei der CLT+ Gruppe war ebenfalls bis zum 10. postoperativen Tag ein 100 %-
iger Anteil funktionierender Filterkissen feststellbar. Am 14. Tag sank dieser auf
87,5 %, am 17. Tag auf 75 %, am 21. Tag auf 62,5 % und am 24. Tag auf 50 %
ab (Abbildung 6). Am letzten Tag der Verlaufskontrolle betrug der Anteil noch
25 % (Abbildung 6).

Im Vergleich der Gruppen wird ersichtlich, dass in der Kontroll-OP-Gruppe der

Anteil funktionierender Filterkissen am schnellsten abnahm. Dieser betrug be-
reits am 10. postoperativen Tag nur noch 33 %, wohingegen alle anderen
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Gruppen noch einen Anteil von 100 % besaflen (Abbildung 6). Die MMC-
Gruppe konnte als einzige der Gruppen am letzten Tag der Verlaufsbeobach-
tung 75 % funktionierende Filterkissen aufweisen. Das zweitbeste Ergebnis an
diesem Tag erreichte mit 25 % die CLT+ Gruppe (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Die Kaplan-Meier Kurven zeigen die prozentuale Uberlebenszeit der Filterkissen zu
den verschiedenen Messzeitpunkten. Statistisch signifikante Unterschiede wurden folgenderma-
Ren gekennzeichnet: MMC vs Kontroll-OP-Gruppe *** p<0,001; MMC vs CLT+ Gruppe + p<0,05;
CLT+ vs Kontroll-OP-Gruppe $$ p<0,01; CLT++ vs Kontroll-OP-Gruppe 11 p<0.01 [68].

In der MMC-Gruppe betrug die durchschnittliche Anzahl der Tage, in denen die
Filterkissen funktionsfahig waren 25,8 Tage (Abbildung 7). Die CLT++ Gruppe
erzielte hingegen nur 18,9 und die CLT+ Gruppe 20,8 Tage (Abbildung 7). Die
durchschnittliche Funktionszeit der Filterkissen der Kontroll-OP-Gruppe betrug
lediglich 9 Tage (Abbildung 7).

Im Vergleich der Gruppen untereinander konnte gezeigt werden, dass beide
CLT-Gruppen ein signifikant langeres Uberleben der Filterkissen im Vergleich
zur Kontroll-OP-Gruppe erreichten. Nichtsdestotrotz erwies die CLT+ Gruppe
ein signifikant kirzeres Uberleben verglichen mit der MMC-Gruppe (Abbildung
6). Allen Gruppen mit Zusatzmedikation (MMC-, CLT++, CLT+ Gruppe) ist je-
doch gemeinsam, dass sie eine signifikant langere Uberlebenszeit der Filterkis-
sen als die der Kontroll-OP-Gruppe aufwiesen (Abbildung 6, Abbildung 7). Ein
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Versagen der Filterkissen konnte zuerst in der Kontroll-OP-Gruppe (Tag 5), an-
schlieBend in den CLT-Gruppen (Tag 14) und zuletzt in der MMC-Gruppe (Tag
21) gesehen werden.
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Abbildung 7: Das Saulendiagramm zeigt die durchschnittliche Anzahl der Tage, in denen die Filter-
kissen der verschiedenen Gruppen funktionsfdahig waren. Als Beobachtungszeitraum diente der
gesamte Studienverlauf. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardabweichung im Sau-
lendiagramm dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten Symbole fiir Folgendes: ** p<0,01 und ***
p<0,001 im Vergleich zur Kontroll-OP-Gruppe [68].

Bei der Bewertung der Filterkissen anhand des Bleb Scores fiel auf, dass wah-
rend der gesamten Versuchsdauer keines der Augen Mikrozysten aufwies.

Aus diesem Grund reduzierten wir die Kriterien des WBCS auf Vaskularisation
(0-3 Punkte), Korkenziehergefale (0-3 Punkte) und Einkapselung (0-3 Punkte).
Somit betrug die maximal erreichbare Punktzahl fur ein Filterkissen 9 Punkte.
Verschloss sich ein Filterkissen friihzeitig, so wurde ein Score von 0 Punkten
erteilt.

Die Kontroll-OP-Gruppe wies zu Beginn der Studie einen Blebscore von 6,9 +
1,2 auf. Am dritten postoperativen Tag betrug dieser nur noch 4,4 + 2,3, am
funften postoperativen Tag 2,4 + 1,6 (Tabelle 5). Am 21. Tag waren bereits alle
Filterkissen verschlossen, so dass von da an ein Blebscore von 0 bestand
(Tabelle 5). Der Wertabfall des Blebscores war in der Kontroll-OP-Gruppe be-
reits ab dem 5. postoperativen Tag statistisch signifikant im Vergleich zum Ble-
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bscore des ersten Tages und blieb dies auch bis zum Ende des Studienverlaufs
(Abbildung 9).

In der MMC-Gruppe betrug der Blebscore am ersten postoperativen Tag 7,6 +
0,7, am dritten postoperativen Tag 7,0 + 1,4 (Tabelle 5). Die Werte bis zum 21.
postoperativen Tag schwankten zwischen 5,6 und 6,3 (Tabelle 5). Sie sanken
erst am 24. postoperativen Tag auf 4,3 + 3,1 ab; stiegen jedoch am Ende der
Verlaufsbeobachtung (28. postoperativer Tag) wieder auf 5,0 + 3,5 an (Tabelle
5). In der MMC-Gruppe zeigte sich jedoch zu keinem Zeitpunkt der Blebscore-
Beurteilung ein statistisch signifikant unterschiedliches Ergebnis zum Aus-

gangswert am ersten postoperativen Tag (Abbildung 9).

Die CLT++ Gruppe wies zu Beginn der Studie einen Blebscore von 7,5 + 0,5
auf. Dieser fiel in den ersten Tagen kontinuierlich ab, so dass der Blebscore am
7. postoperativen Tag 4,0 £ 2,3 betrug (Tabelle 5). Im weiteren Verlauf stieg der
Blebscore jedoch wieder etwas an; auf 4,6 £ 1,6 am 10. und auf 5,0 + 3,3 am
17. Tag (Tabelle 5). Am 21. Tag sank der Blebscore auf 2,9 + 3,3 und am 24.
Tag auf 2,3 + 3,3 bis er am 28. Tag nur noch 0,4 + 1,1 betrug (Tabelle 5). Diese
letzten drei ermittelten Blebscores der CLT++ Gruppe waren jeweils statistisch
signifikant niedriger als der Blebscore des ersten postoperativen Tages
(Abbildung 9).

In der CLT+ Gruppe betrug der Blebscore am 1. postoperativen Tag 8,1 + 0,4
(Tabelle 5). Dieser sank am 3. Tag auf 5,4 + 2,5 ab. Am 5. Tag lag eine statis-
tisch signifikante Wertminderung auf 4,3 + 1,3 vor (Tabelle 5, Abbildung 9). Auf
den statistisch signifikant niedrigen Wert vom 7. Tag mit 3,3 = 2,0 folgte ein An-
stieg am 10. Tag auf 5,4 + 1,9 (Tabelle 5). Am 14. Tag sank der Blebscore je-
doch wieder statistisch signifikant auf 4,3 + 2,3 (Tabelle 5, Abbildung 9). Die
Werte zwischen dem 17. und 24. Tag lagen in der CLT+ Gruppe zwischen 2,9
und 3.6 und waren statistisch signifikant niedriger als der Ausgangswert des

Blebscores (Abbildung 9). Am 28. Tag endete die Verlaufsbeobachtung mit ei-
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nem statistisch signifikant niedrigen Blebscore von 1,4 + 2,7 (Tabelle 5, Abbil-
dung 9).

Im Vergleich der durchschnittlichen Blebscore-Ergebnisse der Gruppen unterei-
nander zeigte sich Folgendes:

Zu Beginn erwiesen sich am 1. und 3. postoperativen Tag noch keine statistisch
signifikanten Unterschiede der Score-Ergebnisse zwischen den Studiengruppen
(MMC, CLT++, CLT+) und der Kontroll-OP-Gruppe (Abbildung 8). Ab dem 5.
postoperativen Tag erreichte lediglich die MMC-Gruppe signifikant hohere
Score-Werte als die Kontroll-OP-Gruppe. Dieses Verhaltnis blieb bis zum Ende
der Studie bestehen (Abbildung 8). Die CLT++ Gruppe wies am 5. sowie am 17.
und die CLT+ Gruppe lediglich am 21. postoperativen Tag ein statistisch signifi-
kant hoheres Ergebnis als das der Kontroll-OP-Gruppe auf (Abbildung 8).

Die MMC Gruppe erreichte statistisch signifikant hohere Score-Werte als die
CLT++ Gruppe am 1. sowie am 28. Tag und hohere Score-Werte als die CLT+
Gruppe am 7. sowie am 28. Tag (Abbildung 8). Zwischen den beiden CLT-
Gruppen untereinander konnten zu keinem Zeitpunkt der Beobachtung statis-
tisch signifikante Unterschiede beobachtet werden (Abbildung 8).

Tabelle 5: Durchschnittliche ,,Bleb Scores*

Tage |1 ‘3 ‘5 ‘7 ‘10 ‘14 ‘17 ‘21 ‘24 ‘28 ‘

76x07 7.0+14 56+x20 6.3x17 56+27 59+16 6.1£15 6.1x26 4.3+3.1 5.0+£35
7505 6.20+24 50+15 4.0+23 46+16 3.8+28 5.0+£33 29+33 23+3.3 04+11
8.1+04 5425 43+13 33+20 5419 43+23 3423 3.6+£33 29+31 14+27

6.9+1.2 4423 24#16 19+18 22+34 16+25 1.1+x25 0.0+0 0.0+ 0 0.0+ 0
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Abbildung 8: Durchschnittliche Bleb Score-Ergebnisse wahrend der Studie mit signifikanten Un-
terschieden zwischen den Gruppen an einzelnen postoperativen Tagen. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert mit Standardabweichung als Graph dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten Symbole
fiir Folgendes: * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001 der MMC-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-OP-
Gruppe; $ p<0,05 und $$ p<0,01 der CLT++ Gruppe im Vergleich zur Kontroll-OP-Gruppe; O p<0,05
der CLT+ Gruppe im Vergleich zur Kontroll-OP-Gruppe, + p<0,05 der MMC-Gruppe im Vergleich zur
CLT++ Gruppe und § p<0,05 und 1} p<0,01 der MMC-Gruppe im Vergleich zur CLT+ Gruppe [68].
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Abbildung 9: Durchschnittliche Bleb Score-Ergebnisse der einzelnen Gruppen im Vergleich zum
durchschnittlichen Bleb Score-Ergebnis des ersten Tages. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert
mit Standardabweichung als Graph dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten Symbole fiir Fol-
gendes: * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001 im Vergleich zum Bleb Score-Ergebnis des ersten Ta-

ges [68].
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Abbildung 10: Durchschnittliche Score-Ergebnisse fiir die Einzelkriterien Vaskularisation (A), Kor-
kenziehergefaBe (B) sowie Einkapselung (C) wahrend des Studienverlaufs. Die Werte wurden als
Mittelwerte mit Standardabweichung in den Graphen dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten
Symbole fiir Folgendes: * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001 der MMC-Gruppe im Vergleich zur Kon-
troll-OP-Gruppe; # p<0,05 und ## p<0,01 der CLT++ Gruppe im Vergleich zur Kontroll-OP-Gruppe; $
p<0,05 der CLT+ Gruppe im Vergleich zur Kontroll-OP-Gruppe; f p<0,05 und 1} p<0,001 der MMC-
Gruppe im Vergleich zur CLT++ Gruppe; + p<0,01 und ++ p<0,01 der MMC-Gruppe im Vergleich zur
CLT+ Gruppe [68].
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Im Gegensatz zur MMC-Gruppe erreichten im Vergleich der Einzelscore-Werte
die CLT-Gruppen nur an wenigen Tagen einen hoheren Score als die Kontroll-
OP-Gruppe. Die CLT++ Gruppe erzielte in der Beurteilung der Vaskularisation
lediglich am 17. postoperativen Tag einen statistisch hoheren Score als die
Kontroll-OP-Gruppe (Abbildung 10A). Sowohl in der Beurteilung der Korkenzie-
hergefal3e als auch in der Beurteilung der Einkapselung zeigte sich ein statis-
tisch hoherer Score der CLT++ Gruppe zur Kontroll-OP-Gruppe am 5. und 17.
postoperativen Tag (Abbildung 10B-C).

In der CLT+ Gruppe zeigte sich bei der Beurteilung der Vaskularisation am 21.
postoperativen Tag ein signifikant hoherer Score als der der Kontroll-OP-
Gruppe (Abbildung 10A). Sowohl in der Bewertung der Korkenziehergefalde als
auch in der Bewertung der Einkapselung erreichte die CLT+ Gruppe am 5., 10.
und 21. Tag einen signifikant hoheren Score als die Kontroll-OP-Gruppe
(Abbildung 10B).

Trotz der UbermaRig signifikant besseren Einzelscore-Werte der MMC-Gruppe
im Vergleich zu Kontroll-OP-Gruppe waren die Einzelscore-Werte der MMC-
Gruppe nur an wenigen Tagen signifikant besser als die der CLT-Gruppen
(Abbildung 10).

Im Bereich der Vaskularisation erreichte die MMC-Gruppe am 21. und 28. ein
signifikant besseres Ergebnis als die CLT++ Gruppe und am 7., 21. und 28.
Tag ein signifikant besseres Ergebnis als die CLT+ Gruppe (Abbildung 10A).

Im Bereich der Korkenziehergefalle wies die MMC-Gruppe lediglich am 28. Tag
ein signifikant besseres Ergebnis als die CLT++ Gruppe sowie am 7. und 17.
Tag ein signifikant besseres Ergebnis als die CLT+ Gruppe auf (Abbildung
10B). Bei der Beurteilung der Einkapselung erreichte die MMC-Gruppe jeweils
am 28. Tag einen signifikant besseren Score als die beiden CLT-Gruppen
(Abbildung 10C).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die funktionsfahige Zeit der Filterkis-

sen in allen Studiengruppen (MMC, CLT++, CLT+) verglichen mit der der Kon-
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troll-OP-Gruppe statistisch gesehen signifikant langer war. Unter den Studien-
gruppen selbst gab es jedoch keinen statistisch signifikanten Unterschied.

Die MMC-Gruppe stach dafur mit den hochsten Scorewerten fur die Filterkis-
senbewertung heraus. Dazu zahlten sowohl die durchschnittliche Uberlebens-
zeit, der Gesamt-Score, sowie die Einzelwerte des Bleb Scores, in denen die
MMC-Gruppe jeweils die hochsten Werte erzielte. Auch wenn in der MMC-
Gruppe die Filterkissen am langsten funktionsfahig blieben, so zeigte sich trotz
allem kein statistisch signifikanter Unterschied zu den CLT-Gruppen.

In Abbildung 11 sind charakteristische Fotographien der Filterkissen zusammen

mit den dazugehdrigen Score-Werten zu sehen.
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Abbildung 11: Reprasentative Fotographien der Filterkissen mit den dazugehoérigen Score-Werten
[68]

3.1.3.3 Postoperative Entziindung
Zwischen den vier Gruppen konnten hinsichtlich des Entzindungsgrades keine
statistisch signifikanten Unterschiede an irgendeinem postoperativen Tag fest-

gestellt werden. Am ersten postoperativen Tag lagen die Werte zwischen 0,9
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und 1,1, am 3. postoperativen Tag sank der Score in allen Gruppen deutlich auf
Werte zwischen 0 und 0,25 ab. Ab dem 7. Tag konnten alle Augen als entzin-
dungsfrei dokumentiert werden.

Intraokulare Entziindung

1,2
1 \
08 R =0—MMC Gruppe

g \\\ =8=CLT+ Gruppe
S 06
n \\ CLT++ Gruppe
0,4
\ == Kontroll-OP
o \><

1 3 5
Tage

Abbildung 12: Durchschnittliche Score-Ergebnisse fiir die postoperative intraokuldre Entziindung
wahrend der ersten fiinf postoperativen Tage

3.2 Histologie

Die histologischen Praparate dienten zur Beurteilung folgender Kriterien: sub-
konjunktivale Kollagenablagerung/Fibrosierung, Vaskularisation, Narbendicke
im OP-Spalt sowie der Anzahl der Becherzellen.

Bei der Kontroll-OP-Gruppe und der MMC-Gruppe zeigte sich die grof3te Aus-
dehnung der subkonjunktivalen Kollagenablagerung. In den beiden CLT-
Gruppen waren lediglich geringfugig weniger Ablagerungen zu finden
(Abbildung 14A, Abbildung 15N-Q). Im Vergleich zu allen anderen Gruppen be-
sal} die CLT++ Gruppe die geringsten Ablagerungen. Dieser Unterschied war
allerdings nur im Vergleich zur Kontroll-OP-Gruppe statistisch signifikant
(Abbildung 14A, Abbildung 15N-Q). Entzindungszellen waren in der Standard-
farbung in samtlichen Versuchsgruppen im Filterkissen nicht erkennbar.
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In Hinblick auf die Vaskularisation konnte in der MMC-Gruppe die geringste Va-
skularisation nachgewiesen werden; wohingegen die Praparate der beiden
CLT-Gruppen und die der Kontroll-OP-Gruppe eine nahezu gleich starke Aus-
pragung der Vaskularisation aufwiesen (Abbildung 14B, Abbildung 15N-Q). Der
Unterschied zwischen der MMC-Gruppe und den restlichen Gruppen erwies
sich allerdings als nicht statistisch signifikant (Abbildung 14B, Abbildung 15N-
Q).

Bei der Beurteilung der Narbendicke im OP-Spalt konnten keine statistisch sig-
nifikanten Unterschiede zwischen der MMC- und den CLT-Gruppen festgestellt
werden (Abbildung 14C, Abbildung 151-M). Bei den Praparaten der Kontroll-OP-
Gruppe war die Narbendicke durchschnittlich am groften, ergab jedoch keinen
statistisch signifikanten Unterschied zu den anderen Gruppen (Abbildung 14C,
Abbildung 151-M).

Prozentual wurden in den Praparaten der MMC-Gruppe am wenigsten erhalte-
ne Becherzellen gefunden. Dies zeigte sich statistisch gesehen als signifikant
(Abbildung 14D).

Zusammenfassend wurden in der Kontroll-OP-Gruppe in allen vier bewerteten
Histologiekriterien die schlechtesten Werte verzeichnet. In der Analyse der Nar-
bendicke zeigte sich in den Studiengruppen eine geringere Dicke als in der
Kontroll-OP-Gruppe. In der Analyse der subkonjunktivalen Kollagen-
Ablagerungen zeigte sich lediglich in der CLT+ Gruppe eine signifikant geringe-
re Auspragung. Ebenso wies in der Analyse der Vaskularisation lediglich die
MMC-Gruppe eine deutlich geringere Auspragung auf.

Die immunhistochemischen Farbungen mit a-SMA-Antikorpern sowie mit a531-
Integrin-Antikdrpern konnten nicht zuverlassig ausgewertet werden, da das in
Standardprotokollen vorgeschriebene Procedere zu einer ausgepragten Ge-
webszerstorung fuhrte. Durch das Kochen der Gewebeproben und der damit
verbundenen Zerstorung konnten die entscheidenden Gewebeabschnitte der
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Sklera an den Trabekulektomie-Operationsstellen nicht mehr ausgewertet wer-
den. Auch eine Modifizierung des Versuchsprotokolls, in welchem versucht
wurde, die Gewebsschaden des Kochens der Schnitte durch eine Vorbehand-

lung mit Enzymen oder vorsichtiges Erwarmen abzuschwachen, brachte keinen

zusatzlichen Informationsgewinn.

Abbildung 13: Beispiels einer ausgepriagten Gewebszerstérung bei den immunhistochemischen
Farbungen
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Abbildung 14: Die Saulendiagramme veranschaulichen die Menge an subkonjunktivalen Kollagen-
ablagerungen an der Operationsstelle (A), die Vaskularisation des Filterkissens (B), die Narbendi-
cke im Operationsspalt (C) sowie die prozentuale Anzahl an Becherzellen auf der Trabekulektomie-
seite des Auges (D). Die Werte wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung in den Graphen
dargestellt. Hierbei steht das eingefiigte Symbol ,,*“ fiir Folgendes: p<0,05 der Gruppe 2 im Ver-
gleich zur Kontroll-OP-Gruppe [68].
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Control-surgery

Abbildung 15: Repréasentative Fotographien der histologischen Praparate der Trabekulektomie-
Bereiche. Fotographien A — D H&E-Farbung (100-fache VergroBerung); E — M Masson Trichrom-
Farbung (E — H 100-fache VergroBerung, | — M: 200-fache VergroRerung). Die Fotographien N — Q
zeigen das Filterkissen am peripheren Ende des oberflachlichen Skleralflaps.

3.3 Zellkulturversuche

3.3.1 MTS-Test

Mit Hilfe des MTS-Tests wurde die Zellviabilitdt untersucht. Da eine 1:1-
Verdlnnung der Substanzen toxische Wirkungen zeigte, wurde die Versuchs-
reihe mit Verdinnungen ab 1:5 gestartet. Die Werte der Kontrollgruppe an Tag
1, 3 und 5 wurden jeweils als 100 % festgesetzt und mit den Werten der ver-
schiedenen Konzentrationsgruppen in Bezug gesetzt. In samtlichen nachfol-
genden Graphiken und Tabellen sind die CLT-Verdinnungen nur mit dem Kon-
zentrationsverhaltnis, die Placebo-Verdinnungen mit dem Konzentrationsver-
haltnis sowie einem nachfolgenden ,P“ fir Placebo gekennzeichnet.

Es zeigte sich, dass mit niedrigeren Konzentrationen des Placebo (P)- bzw.
CLT-Wirkstoffes die Viabilitat der Zellen anstieg (Tabelle 6). Dies galt mit Aus-
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nahme weniger Werte sowohl fur die Zellen, die einen Tag auf der Platte inku-
biert wurden, als auch fur die Zellen mit einer Inkubationszeit von drei und funf
Tagen. Beispielsweise erreichte am ersten Tag die 1:5 CLT-Konzentration ei-
nen Wert von 27,88 % + 5,0 %, die 1:50-CLT-Konzentration 110,65 % + 5,78 %
(Tabelle 6). Am selben Tag erreichte die 1:5 P-Konzentration einen Wert von

66,64 % * 1,80 %, die 1:50 P-Konzentration 121,4 % + 2,39 % (Tabelle 6).

Tabelle 6: Durchschnittswerte des MTS-Tests

1:5 1:10 1:15 1:50
Tag1 2788% 5% 87,38 % = 1,39 % 101,53 % £ 3,45% 110,65 % £ 5,78 %
Tag3 237 % +1,16 % 70,36 % £ 6,62 % 80,99 % £ 3,74 % 83,07 % £ 2,25 %
Tag5 14,74 % +0,32% 38,31 % 4,01 % 119,64 % £2,92% 99,9 % £ 2,98 %
1:5P 1:10P 1:15P 1:50 P
Tag1 66,64 % +1,80% 11751 % +£2,76% 123,4% +£1,30 % 121,4 % + 2,39 %
Tag3 1838% +1,97% 81,28% x7,10% 100,25 % +2,86 % 96,21 % £ 7,27 %
Tag5 1252 % +0,23% 44,15% +£4,33 % 128,46 % £ 3,13 % 95,94 % £ 2,16 %
Kontrolle
Tag 1 100 % = 0,71 %
Tag 3 100 % = 1,67 %
Tag 5 100 % % 2,54 %
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Abbildung 16 A-C: Saulendiagramme zu den Werten des MTS-Tests der verschiedenen Konzentra-
tionen von Placebo und CLT an Tag 1, 3 und 5. Die Werte wurden als Mittelwerte mit Standardab-
weichungen dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten Symbole fiir Folgendes: * p<0,05, ** p<0,01
und *** p<0,001 fiir die Unterschiede der gleichen Konzentration zwischen den beiden Substanzen.
##H# p<0,001 fiir die Unterschiede zwischen Kontrolle und 1:50-CLT, &&& p<0,001 fiir die Unter-
schiede zwischen Kontrolle und 1:50-Placebo.

Am ersten Tag zeigte die Zellviabilitdt der CLT-Gruppe bei samtlichen Konzent-
rationen einen statistisch signifikant niedrigeren Wert als die Placebo-Gruppe
(Abbildung 16). Beispielsweise betrug der Wert fur 1:5 CLT 27,88 % = 5 %, der
fur 1:5 P 66,64 % = 1,80 % (Tabelle 6). Bei der 1:10-Konzentration erreichte
CLT einen Wert von 87,38 % + 1,39 %, P hingegen einen Wert von 117,51 % +
2,76 % (Tabelle 6).

Am ersten Tag lagen die Werte der 1:15- und der 1:50-CLT-Konzentration uber
dem Kontrollwert. Die 1:50-CLT-Konzentration erreichte mit 110,65 % + 5,78 %
einen signifikant hoheren Wert als die Kontrolle mit 100 % + 0,71 % (Tabelle 6).
Auch die 1:10-, 1:15- und 1:50-Placebo-Gruppen lagen uber dem Kontrollwert.
Jedoch erreichte nur die 1:50-P-Konzentration mit 121,4 % + 2,39 % einen sta-
tistisch signifikant hoheren Wert als die Kontrollgruppe (Abbildung 16, Tabelle
6).

An Tag 3 lagen die Werte fur CLT mit Ausnahme der 1:5-Konzentration, bei
welcher die CLT-Gruppe sogar oberhalb der Placebo-Gruppe lag, ebenfalls sta-
tistisch signifikant unter denen der Placebo-Gruppe (Abbildung 16) (1:10 Ver-
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dunnung: CLT 70,36 % % 6,62 % vs. P 81,28 % £ 7,10 %; 1:50 Verdunnung:
CLT 83,07 % + 2,25 vs. P 96,21 % * 7,27 % (Tabelle 6)).
Die 1:50-CLT-Konzentration lag am dritten Tag mit 83,07 % + 2,25 % signifikant
unter der Kontrollgruppe mit 100 % + 1,67 % (Tabelle 6).

Am 5. Tag lagen lediglich bei der 1:10- sowie bei der 1:15-Verdinnung statis-
tisch signifikant niedrigere Werte fur CLT im Vergleich zur Placebo-Gruppe vor
(1:10 Verdunnung: CLT 38,31 % £ 4,01 % vs. P 44,15 % + 4,33 %; 1:15 Ver-
dinnung: CLT 119,64 % + 2,92 % vs. P 128,46 % + 3,13 % (Tabelle 6, Abbil-
dung 16)). Im Vergleich zur Kontrolle zeigten die hochkonzentrierten Proben ei-
ne niedrigere Viabilitat. Desto niedriger die CLT, bzw. die Placebo-
Konzentration war, desto mehr stieg die Viabilitat. Uberraschenderweise stieg
bei einer Konzentration von 1:15 in beiden Gruppen die Viabilitat statistisch sig-
nifikant Uber die Kontrollgruppe (1:15 Verdunnung: CLT 119,64 % + 2,92 %,
Placebo 128,46 % % 3,13 % vs. Kontrolle 100 % * 2,54 % (Tabelle 6)).

3.3.2 Kristallviolett-Test

Im Kristallviolett-Test ergaben sich mit dem MTS-Test vergleichbare Werte. Bei
hohen Konzentrationen der Substanzen CLT bzw. Placebo sanken die Werte,
d.h. die Zellzahl der lebenden, adharent wachsenden Zellen, deutlich (Tabelle
7). So betrug der Wert fur die 1:5 CLT-Konzentration an Tag 5 nur 43,64 % *
4,31 % und die der 1:5 P-Konzentration nur 42,29 % * 2,99 % verglichen mit
dem Wert der Kontrolle von 100 % + 6,80 % (Tabelle 7).

Generell gesehen waren sowohl am 1., als auch am 3. und 5. Tag bei nahezu
allen Konzentrationen die Placebo-Werte hoher als die der CLT-Gruppe. Hier-
bei bestanden bei diversen Konzentrationen statistisch signifikante Unterschie-
de, welche weiter unten naher beschrieben werden.

Prinzipiell zeigten hdherkonzentrierte Proben fast immer einen erniedrigten

Wert im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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An Tag 1 waren alle Werte der CLT-Gruppe mit Ausnahme der 1:50-
Verdunnung statistisch signifikant niedriger als die der Placebo-Gruppe
(Abbildung 17A). Beispielsweise lag der 1:5 CLT-Wert mit 57,38 % + 5,11 %
signifikant unter dem Placebo-Wert von 81,84 % + 2,29 % (Tabelle 7). Im Ver-
gleich zur Kontroll-Gruppe lagen die Werte der Placebo-Gruppe abgesehen von
der 1:5-Konzentration oberhalb den Werten der Kontroll-Gruppe, obgleich nicht
statistisch signifikant.

An Tag 3 erreichten die CLT-Werte mit Ausnahme der 1:5-Verdlinnung eben-
falls ein statistisch signifikant niedrigeres Ergebnis als die der Placebo-Gruppe
(Abbildung 17B). So lag beispielsweise der 1:50 CLT-Wert mit 76,11 % + 3,16
% signifikant unter dem 1:50 P-Wert mit 105,59 % + 8,98 % (Tabelle 7). Als
Ausreil3er Uberragten — jedoch nicht statistisch signifikant — die Werte der Pla-
cebo-Gruppe in der 1:15- und 1:50-Konzentration den Wert der Kontrollgruppe
(Abbildung 17B). Statistisch signifikant niedriger als die Kontrollgruppe war der
Wert der 1:50-CLT-Konzentration (1:50 CLT 75,11 % % 3,16 vs. Kontrolle 100 %
t 3,26 % (Tabelle 7)).

An Tag 5 wiesen lediglich die Werte der 1:10- sowie die der 1:15-CLT-
Konzentration ein statistisch signifikant niedrigeres Ergebnis als die Placebo-
Gruppe auf (1:10 Verdinnung: CLT 64,06 % 3,21 % vs. Placebo 75,31 % +
6,99 % (Tabelle 7)). Bei der 1:50-Konzentration erwies sich dieser Unterschied
als nicht signifikant und bei der 1:5-Konzentration uberragte der Wert der CLT-
Gruppe sogar den Wert der Placebo-Gruppe (Abbildung 17). Als statistisch sig-
nifikant niedriger als die Kontrollgruppe ergab sich der Wert der 1:50-CLT-
Gruppe (86,11 % * 3,95 % vs. Kontrolle 100 % + 6,80 % (Tabelle 7)).

Tabelle 7: Durchschnittliche Werte des KV-Tests

1:5 1:10 1:15 1:50

Tag1 57,38% +511% 82,61 % +2,35% 92,26 % = 6,10 % 100,22 % *+ 4,08 %
Tag3 5954 %+236% 72,04 % +3,98 % 78,52 % + 5,48 % 76,11 % = 3,16 %
Tag5 43,64%+431% 64,06% 3,21 % 103,26 % * 8,02 % 86,11 % + 3,95 %
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1:5P 1:10P

1:15P

1:50P

Tag1 81,84%+229% 11247 % +810% 112,6 % +£4,20 % 104,98 % + 5,43 %
Tag3 52,81%+4,58% 90,62 % + 6,39 % 101,2% + 1,36 % 105,59 % + 8,98 %
Tag5 4229% +299% 75,31 % 6,99 % 118,05 % + 10,57 % 96,34 % +7,43 %
Kontrolle
Tag1 100 % + 3,32 %
Tag3 100 % + 3,26 %
Tag5 100 % 6,80 %
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Abbildung 17A-C: Saulendiagramme zu den Werten des KV-Tests der verschiedenen Konzentratio-
nen von Placebo und CLT an Tag 1, 3 und 5. Die Werte wurden als Mittelwerte mit Standardabwei-
chungen dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten Symbole fiir Folgendes: * p<0,05 und ***
p<0,001 fiir die Unterschiede der gleichen Konzentration zwischen den beiden Substanzen. ###
p<0,001 und p<0,05 fiir die Unterschiede zwischen 1:50-CLT und Kontrolle.

Die Gegenuberstellung der beiden Zellkulturtests, namlich des MTS- und des
KV-Tests, verdeutlicht die relative Viabilitat der Zellen. Wahrend der KV-Test
aussagt, wie viele Zellen vorhanden sind, zeigt der MTS-Test, wie stoffwechsel-
aktiv diese sind. Wenn man nun den MTS-Test in Bezug auf den KV-Test setzt,
so wird die relative Viabilitat, d.h. die Aktivitat bezogen auf eine Zellmasse, er-

sichtlich.

Die relative Viabilitat sank bis auf zwei Ausnahmen bei der Placebo-Gruppe mit
zunehmender Konzentration an allen Tagen. So lag beispielsweise am ersten
Tag der 1:50 CLT-Wert bei 110,3 % = 3,31 % wahrend der 1:5-Wert bei 49,21
% £ 11,8 % lag (Tabelle 8). Ebenso lag am ersten Tag der 1:50 Plabebowert
mit 115,74 % + 4,82 % uber dem 1:5 Wert von 81,4 % + 2,90 % (Tabelle 8).

Die beiden Ausnahmen bildeten jeweils die 1:15 Placebowerte am 3. und 5.
Tag. Diese lagen mit 98,96 % + 2,75 % und 106,99 % * 9,16 % jeweils hoher
als die ihr zugehorige 1:50-Konzentration von 91,12 % £ 3,10 % und 97,95 % +
9,20 % (Tabelle 8).
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Beim Vergleich der jeweils selben Konzentration zwischen CLT und Placebo lag
der Wert der 1:5-Placebo-Gruppe an Tag 1 statistisch signifikant Gber dem der
CLT-Gruppe. An Tag 3 und 5 lag der Wert der 1:50-Placebo-Gruppe jedoch sta-
tistisch signifikant unter dem der CLT-Gruppe (Abbildung 18). So betrug bei-
spielsweise am 3. Tag die 1:50 Konzentration von CLT 109,16 % 4,87 %,
wahrend die ebenso niedrigkonzentrierte Placebogruppe einen Wert von 91,12
% % 3,10 % erreichte (Tabelle 8).

Die Werte der starker verdunnten Losungen Uberstiegen zum Teil die Kontroll-
werte. Hierbei ergaben sich im Vergleich der Kontrollwerte und der Werte der
1:50 CLT-Konzentration am 1. und 5. Tag statistisch signifikante Unterschiede
(Abbildung 18). So lag die 1:50 CLT-Konzentration am 5. Tag bei 114,65 % *
2,98 % signifikant Uber den am selben Tag gemessenen Kontrollwert von 100
% £ 8,07 % (Tabelle 8).

Zwischen den Werten der Kontrolle und den Werten der 1:50 Placebokonzent-
ration kam lediglich am 1. Tag ein statistisch signifikanter Unterschied auf
(Abbildung 18). Hierbei betrug der Wert der 1:50 Placebokonzentration 115,74
% % 4,82 % und war signifikant hoher als der Kontrollwert vom selben Tag mit
100 % £ 3,38 % (Tabelle 8).

Tabelle 8: Durchschnittswerte fur die Bezugnahme des MTS-Tests auf den KV-Test

1:5 1:10 1:15 1:50
Tag1 4921%+118% 10573%+292% 110,17 % +4,43% 110,3 % £ 3,31 %
Tag3 39,76%+1,10% 97,67 % +9,25% 103,25% +4,81 % 109,16 % £+ 4,87 %
Tag5 33,74%+285% 59,69 % +6,8% 112,56 % + 8,25 % 114,65 % £ 2,98 %
1:5P 1:10P 1:15P 1:50P
Tag1 81,4%+2,90% 104,72 % £ 5,77 % 109,59 % £ 3,51 % 115,74 % +4,82 %
Tag3 349%+4,04% 89,82 % £ 8,04 % 98,96 % £ 2,75 % 91,12 % £ 3,10 %
Tag5 29,36 % +157% 57,92% +6,14 % 106,99 % + 9,16 % 97,95 % * 9,20 %
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Abbildung 18 A-C: Saulendiagramm zu den Werten des MTS-Tests in Bezug auf den KV-Test. Die
Werte wurden als Mittelwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Hierbei stehen die eingefiig-
ten Symbole fiir Folgendes: *** p<0,001 und ** p<0,01 fiir den Unterschied zwischen CLT und Pla-
cebo # p<0,05 fiir den Unterschied zwischen 1:50 CLT und Kontrolle, &&& p<0,001 fiir den Unter-
schied zwischen 1:50 P und Kontrolle.

3.3.3 Caspase 3/7-Assay

Im Caspase-Test konnten weitestgehend niedrigere Werte bei starker kon-
zentrierten Substanzen beobachtet werden. Bis auf wenige Ausreiler ergaben
sich an allen Tagen steigende Werte bei gleichzeitig starker verdunnten Losun-
gen von CLT bzw. Placebo (Tabelle 9). AusreilRer waren beispielsweise die
1:10-Placebo-Konzentrationen an Tag 3 und Tag 5 (127,06 % + 10,50 %;
138,22 % + 11,98 % (Tabelle 9)).

Bei den niedrigen Konzentrationen (1:15, 1:50) bestanden an allen Tagen mit
wenigen Ausnahmen zwischen der Placebo-und CLT-Gruppe keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Eine Ausnahme bildete beispielsweise die 1:50-
Konzentration an Tag 1 (s.u.). Zudem befanden sich bei diesen Konzentratio-
nen die Werte beider Gruppen weitestgehend im Bereich der Kontrollgruppen-
werte.

Bei den hoheren Konzentrationen (1:5, 1:10) hingegen waren an Tag 3 und Tag
5 alle Werte der Placebogruppe statistisch signifikant hoher als die der CLT-
Gruppe. Jedoch zeigte die 1:10-Konzentration der CLT-Gruppe an Tag 1 einen
hoheren Wert als die Placebo-Gruppe. Zusatzlich wurden bei der Placebogrup-
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pe an Tag 3 und Tag 5 bei der 1:10-Konzentration die an diesem Tag am

hochsten verzeichneten Werte gemessen.

An Tag 1 stiegen die Werte der Placebo- und CLT-Konzentrationen mit Aus-
nahme der 1:15-CLT-Konzentration mit zunehmender Verdinnung an. Hierbei
lagen die Werte der CLT-Gruppe bei der 1:10- und 1:50-Konzentration statis-
tisch signifikant Uber den Werten der Placebo-Gruppe (1:10-Verdinnung: CLT
102,08 % + 6,73 %, P 85,55 % + 3,92 %; 1:50-Verduinnung: CLT 126,04 % +
5,98 %, P 109,94 % + 3,15 % (Abbildung 19A, Tabelle 9)).

Der Wert der 1:50-CLT-Konzentration lag statistisch signifikant Uber dem Kon-
trollwert (1:50-CLT: 126,04 % + 5,98 %, Kontrolle: 100 % + 7,45 % (Abbildung
19A, Tabelle 9)).

An Tag 3 zeigten sowohl die CLT- als auch die Placebowerte einen Peak bei
der 1:15-Konzentration und sanken anschlieRend wieder auf ein relativ kon-
stantes Niveau ab. Wahrend des Peaks Uberragte die Placebogruppe — wenn-
gleich auch nicht statistisch signifikant - mit 127,06 % + 10,5 % die Kontroll-
gruppe.

Zwischen den beiden Studiengruppen zeigte sich bei der 1:5-Konzentration der
CLT-Gruppe ein statistisch signifikant niedrigerer Wert als bei der Placebo-
Gruppe (CLT: 62,77 % £ 6,7 %, P: 89,1 % £ 6,67 % (Abbildung 19B, Tabelle
9)). Auch die 1:10 CLT-Konzentration erreichte mit 92,11 % + 5,09 % einen
signifikant niedrigeren Wert als die 1:10 Placebokonzentration mit 127,06 % *
10,50 % (Tabelle 9).

An Tag 5 war im Gegensatz zu den Vortagen in keiner der beiden Versuchs-
gruppen ein konstanter Verlauf ersichtlich. Wahrend die CLT-Gruppe bei der
1:10-Verdunnung ihren niedrigsten Wert erreichte, erreichte die Placebo-
Gruppe bei eben dieser Verdunnung ihren hochsten Wert (Abbildung 19C).

Die Werte der CLT-Gruppe fielen von der 1:5- zur 1:10-Konzentration ab, stie-
gen bei der 1:15-Konzentration wieder an und fielen bei der 1:50-Konzentration
erneut ab. In der Placebogruppe zeigte sich ein Anstieg von der 1:5-
Konzentration auf den Peak der 1:10-Konzentration. Daraufhin sanken die Wer-
te bei der 1:15- und 1:50-Konzentration unter den Wert der 1:5-Konzentration
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ab (Abbildung 19C). Die Werte der Placebogruppe lagen bei der 1:5- und 1:10-
Verdunnung statistisch signifikant hoher als die Werte der CLT-Gruppe (1:5-
Verdinnung: CLT 80,26 % + 7,85 %, P 105,57 % * 4,74 %; 1:10-VerdUnnung:
CLT 66,88 % + 5,73 %, P 138,22 % + 11,98 % (Tabelle 9)). Bei der 1:15-
Verdunnung lag die CLT-Gruppe mit 112,82 % % 8,2 % signifikant Uber der Pla-
cebogruppe mit 95,94 % * 8,13 % (Tabelle 9).

Vergleicht man die Zellzahl, die aus dem KV-Test ersichtlich wird, mit den Er-
gebnissen des Caspase-Tests, zeigt sich besonders an Tag 5, dass obwohl die
Zellzahl sehr niedrig ist, die Caspase-Werte hoch sind. Die Caspaseaktivitat ist
daher pro Zelle gesehen bei den hoheren CLT- bzw. Placebo-Konzentrationen
hoch.

Tabelle 9: Durchschnittswerte des Caspase-Tests

1:5 1:10 1:15 1:50
Tag1 4597 % +£3,32% 102,08 % + 6,73% 99,29 % + 4,74 % 126,04 % + 5,98 %
Tag3 62,77 % £6,7 % 92,11 % £ 5,09 % 80,93 % £3,45% 89,46 % + 3,83 %
Tag5 80,26% +7,85% 66,88 % 5,73 % 112,82 % + 8,2 % 95,67 % *+ 4,02 %
1:5P 1:10P 1:15P 1:50P
Tag1 53,54% £3,58% 85,55 % £ 3,92 % 101,02 % +8,13% 109,94 % + 3,15 %
Tag3 89,1 % 6,67 % 127,06 % +10,5% 81,26 % +4,91 % 86,32 % £ 5,64 %
Tag5 10557%+4,74% 138,22%+11,98% 9594 % +8,13 % 86,47 % + 1,84 %
Kontrolle
Tag1 100% +7,45%
Tag3 100% +3,91 %
Tag5 100 % +4,27 %
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Abbildung 19 A-C: Saulendiagramm zu den Werten des Caspase-Tests. Die Werte wurden als Mit-
telwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten Symbole fiir Fol-
gendes: *** p<0,001 und ** p<0,01 fiir die Unterschiede der gleichen Konzentration zwischen den
beiden Substanzen. ### p<0,001 fiir die Unterschiede zwischen Kontrolle und 1:50-CLT. && p<0,01
und & p<0,05 fiir die Unterschiede zwischen Kontrolle und 1:50P.

Far die Positivkontrolle des Caspase-Tests wurde Staurosporin (St) in 3 ym-,
0,9 ym-, 0,6 ym- und 0,3 um-Verdinnung verwendet. Dieser Plausibilitatstest
fur den Caspase-Assay zeigte am ersten Tag einen konzentrationsabhangigen

Anstieg der Apoptose.
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3.3.4 Migrations-Assay

Der Migrations-Assay gibt Auskunft daruber, in welchem Malie bFGF die Migra-
tion der Tenonfibroblasten hin zum Fibronectin induziert und welche Rolle dabei
die verschiedenen CLT- und Placebokonzentrationen spielen. In den unbe-
schichteten Wells der background-Gruppe fand sich keine wesentliche Migrati-
on (Tabelle 10, Abbildung 23). Zu erwahnen ist, dass in der background-
Gruppe — vom Protokoll abweichend - Zellen verwendet wurden. In den Fib-
ronectin-beschichteten Wells hingegen fand eine Migration in samtlichen CLT-
und Placebo-Konzentrationsgruppen statt, die durch die Zugabe von bFGF

noch verstarkt wurde.

Die Kontrollgruppe mit bFGF wurde als 100 % definiert. Im Vergleich dazu er-
reichte die Kontrollgruppe ohne bFGF einen Wert von 80,11 % £ 7,13 % und
lag damit statistisch signifikant unter der Kontrollgruppe mit bFGF (Tabelle 10).
Dieser Sachverhalt ist auch in der Immunfluoreszenz-Farbung gut erkennbar
(Abbildung 23).

Die Werte des Migrations-Assays sanken mit hoherer Konzentration der Sub-
stanz CLT bzw. Placebo. So betrug der Wert fur die 1:50 CLT-Verdunnung
97,32 % * 8,43 % und fur die 1:5 CLT-Verdinnung 32,56 % * 3,11 % der Kon-
trolle (Tabelle 10). Die zunehmende Anzahl der migrierten Zellen bei abneh-
mender Konzentration von CLT ist auch in der Immunfluoreszenz-Farbung in
Abbildung 21 gut erkennbar.

Auch die Placebo-Versuchsreihe zeigte bei der 1:50-Verdunnung mit 62,64 % +
5,98 % einen hoheren Wert als die 1:5-Verdinnung mit 28,79 % + 1,11 % der
Kontrolle (Tabelle 10). Dies ist auch in der Immunfluoreszenz-Farbung der Ab-
bildung 22 gut erkennbar. Beim Vergleich der 1:50-Werte zur Kontrolle+bFGF-
Gruppe erzielte die 1:50P-Gruppe mit 62,64 % + 5,98 % im Vergleich zu 100 %
+ 8,33 % einen statistisch signifikanten Unterschied (Abbildung 20, Tabelle 10).

Die Werte stiegen sowohl in der Placebo- als auch in der CLT-Versuchsgruppe

kontinuierlich ohne Ausrei3er von der 1:5- bis zur 1:50-Verdinnung an (Tabelle
10).
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Tabelle 10: Durchschnittswerte des Migrations-Assays

1:5 1:10 1:15 1:50

32,56 % £ 3,11 % 43,26 % = 3,01 % 47,60 % + 4,23 % 97,32 % £ 8,43 %
1:5P 1:10P 1:15P 1:50P

28,79 % 1,11 % 41,36 % + 2,68 % 49,41 % + 1,59 % 62,64 % * 5,98 %
K + bFGF K - bFGF background

100 % * 8,33 % 80,11 % £ 7,13 % 27,29 % £ 1,78 %

Bei der Analyse der gleichen Konzentrationen von CLT bzw. Placebo bestand
lediglich bei der 1:50-Verdunnung statistisch gesehen ein signifikanter Unter-
schied (Abbildung 20). Wahrend die CLT-Konzentration in einer Verdinnung
von 1:50 einen Wert von 97,32 % + 8,43 % aufwies, lag die Placebo-
Konzentration derselben Verdinnung mit 62,64 % + 5,98 % signifikant darunter
(Tabelle 10). Die Migrationshemmung war daher in der Placebo-Gruppe bei

dieser Verdunnung starker.

Bei der Kontrolle-bFGF sind hohere Werte als bei fast allen Verdinnungen mit
Ausnahme von CLT 1:50 ersichtlich. Es ware eigentlich zu erwarten gewesen,
dass zwischen den Werten der Kontrolle-bFGF und Kontrolle+bFGF alle ande-

ren Werte liegen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl CLT als auch Placebo dosis-
abhangig die bFGF-induzierte Migration der Tenonfibroblasten durch die FN-
beschichteten Wells hemmen. Da sich CLT und Placebo jedoch nur in der 1:50-
Verdinnung signifikant unterscheiden, lasst sich daraus folgern, dass CLT im
Migrationsversuch keine Wirkung zeigt.
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Abbildung 20: Saulendiagramm zu den Werten des Migrations-Assays. Die Werte wurden als Mit-
telwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten Symbole fiir einen
signifikanten Unterschied zwischen folgenden Werten: *** p<0,001 signifikanter Unterschied zwi-
schen 1:50 CLT und 1:50P. % p<0,05 signifikanter Unterschied zwischen K+bFGF und K-bFGF, +++
p<0,001 signifikanter Unterschied zwischen der background- und der K+bFGF-/K-bFGF-Gruppe,
$$$ p<0,001 signifikanter Unterschied zwischen K+bFGF und 1:50P.
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CLT 1:15

Abbildung 21: Reprasentative Bilder der Calcein- und DAPI-Farbung des Migrations-Assays der
CLT-Verdinnungen
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Abbildung 22: Reprasentative Bilder der Calcein- und DAPI-Farbung des Migrations-Assays der
Placebo-Verdiinnungen

Kontrolle + bFGF # Kontrolle - bFGF

background

Abbildung 23: Reprasentative Bilder der Calcein- und DAPI-Farbung des Migrations-Assays der
Kontrollen und des backgrounds

77



3.3.5 Adhasions-Assay

Der Adhasions-Assay gibt Auskunft dartber, in welchem MalRe CLT bzw. Pla-
cebo die Zelladhasion in FN-beschichteten Wells beeinflusst. Der Kontrollwert
wurde als 100 % definiert und die anderen Werte dazu in Bezug gesetzt.

Je starker die Konzentration von CLT bzw. Placebo, der die Zellen ausgesetzt
waren, desto mehr adharente Zellen konnten im anschlieBenden KV-Test
nachgewiesen werden. So betrug bei der 1:5 CLT-Verdunnung der Wert des
Adhasions-Assays 132,35 % + 10,85 %, bei der 1:50er-Verdunnung nur noch
99,48 % + 5,97 % (Tabelle 11). Auch bei den Konzentrationen des Placebo-
wirkstoffs zeigte sich ein ahnliches Bild. In der 1:5 Placebo-Verdunnung betrug
der Wert 104,94 % * 4,93 %, bei der 1:50 Verdinnung nur noch 95,58 % % 3,20
% (Tabelle 11). In der unbeschichteten background-Gruppe zeigte sich mit
75,72 % * 6,28 % die niedrigste Adhasion zwischen den Zellen (Tabelle 11).

Tabelle 11: Durchschnittswerte des Adhadsions-Assays

1:5CLT 1:10 CLT 1:15 CLT 1:50 CLT
132,35 % £ 10,85 % 119,69 % = 3,75 % 106,50 % * 3,08 % 99,48 % = 5,97 %

1:5P 1:10P 1:15P 1:50P
104,94 % £ 4,93 % 103,21 % + 3,72 % 97,92 % £ 6,12 % 95,58 % * 3,20 %

background Kontrolle
75,72 % * 6,28 % 100 % £ 7,32 %

Beim Vergleich derselben Konzentrationen lagen zwischen CLT und Placebo
bei der 1:5- und der 1:10-Verdinnung statistisch gesehen signifikante Unter-
schiede vor (Abbildung 24). Die 1:5 CLT-Verdunnung befand sich mit 132,35 %
+ 10,85 % signifikant uber der Placebo-Verdunnung von 104,94 % + 4,93 %
(Tabelle 11). Auch in der 1:10-Verdunnung war CLT mit 119,69 % % 3,75 %
signifikant Uber der Placebo-Verdinnung von 103,21 % + 3,72 % (Tabelle 11).

Dass CLT pro-adharent wirkt, zeigte sich durch den statistisch signifikant hohe-
ren Wert von 1:5 CLT im Vergleich zum Kontroll-Wert (1:5 CLT 132,35 % %
10,85 %, Kontrolle 100 % £ 7,32 %). Die Placebo-Gruppe hingegen unterschied

sich nicht statistisch signifikant von der Kontroll-Gruppe.
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Abbildung 24: Saulendiagramm zu den Werten des Adhasions-Assays. Die Werte wurden als Mit-
telwerte mit Standardabweichungen dargestellt. Hierbei stehen die eingefiigten Symbole fiir einen
signifikanten Unterschied zwischen folgenden Werten: *** p<0,001 signifikanter Unterschied zwi-
schen 1:5 CLT und 1:5P. + p<0,05 signifikanter Unterschied zwischen 1:10 CLT und 1:10P. $$$
p<0,001 signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und der background-Gruppe, %%%
p<0,001 signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll- und der CLT-Gruppe.
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4 Diskussion

Allgemein: CLT-28643 bietet als a5B1-Integrin-Inhibitor durch seine sowohl an-
tifibrotische als auch antiangionetische Wirkung beste Voraussetzungen fur den
Wundheilungsprozess der Trabekulektomie. Ziel dieser Studie war es, mit Hilfe
eines Trabekulektomiemodells an Kaninchen, die durch CLT-28643 induzierte
Hemmung der Narbenbildung zu beobachten. Des Weiteren sollte gezeigt wer-
den, dass CLT-28643 ohne toxische Nebenwirkungen die Erfolgsquote dieser
speziellen Glaukomoperation verbessert.

Hauptergebnisse: Die drei Studiengruppen, die einer antifibrotischen Therapie
unterzogen wurden (MMC, CLT+ und CLT++), wiesen einen betrachtlich lange-
ren Erfolg in der Uberlebenszeit der Sickerkissen auf als die Kontroll-OP-
Gruppe (Abbildung 6, Abbildung 7). Zudem zeigten sich bessere IOP-Werte
sowie ein besserer Bleb Score der Filterkissen im Vergleich zur Kontroll-OP-
Gruppe (Abbildung 3, Abbildung 8, Abbildung 9).

MMC: Die MMC-Gruppe zeigte hinsichtlich der Uberlebenszeit der Filterkissen
einen statistisch signifikanten Vorteil im Vergleich zu der CLT+, jedoch nicht zu
der CLT++ Gruppe (Abbildung 6, Abbildung 7). Bei der Beurteilung der Morpho-
logie der Filterkissen anhand des WBCS tendierte die MMC-Gruppe zudem vor
allem zum Studienende hin zu besseren Ergebnissen (Abbildung 8, Abbildung
9). Dass am 28. postoperativen Tag die MMC-Gruppe einen statistisch signifi-
kant besseren Bleb Score als die beiden CLT-Gruppen aufwies, kann auch
durch den apoptotischen und stark zytotoxischen Effekt des MMC erklart wer-
den. Es muss jedoch beachtet werden, dass sobald sich ein Filterkissen — wie
dies insbesondere auch bei den CLT-Gruppen vorkam — vorzeitig verschloss,
der Blebscore mit 0 Punkten gewertet wurde und daher die starkere lokale Wir-
kung durch die Toxizitat des MMC mehr ins Gewicht fallt.

Kontroll-OP: Jedes zweite Partnerauge der drei Studiengruppen wurde einer

Trabekulektomie ohne adjuvante Medikation unterzogen und zahlte somit zur
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Kontroll-OP-Gruppe. Hinsichtlich der Partneraugen erfolgte in der MMC-, CLT+
und CLT++ Gruppe dieselbe Aufteilung. Es ware jedoch mdoglich, dass die Er-
gebnisse der Kontroll-OP-Gruppe etwas anders ausfielen, hatten die Partner-
augen die jeweils gleiche adjuvante Medikation oder keine adjuvante Medikati-
on wie die anderen Behandlungsgruppen gehabt. Dadurch, dass aus Tier-
schutz-Grunden eine Beschrankung der Zahl an Versuchstieren gefordert ist,
wurden wir jedoch dazu angehalten, die Halfte der linken Augen fur die Kontroll-
OP-Gruppe zu nutzen.

Zeitraum: Die Studie wurde vier Wochen nach der Trabekulektomie beendet.
Es zeigte sich jedoch, dass am 28. postoperativen Tag 75 % der Filterkissen
der MMC-Gruppe immer noch in Funktion waren. Dies lasst den Schluss zu,
dass die Studie moglicherweise nicht ganzlich den Zeitraum, der ndtig gewesen
ware, um den klinischen Erfolg beurteilen zu kdnnen, abdeckt. Nichtsdestotrotz
zeigte sich in dem untersuchten postoperativen Zeitraum der antifibrotische Ef-
fekt des CLT-28643 sowie die Verbesserung der Erfolgsrate einer Trabeku-
lektomie durch CLT-28643 in einer ahnlichen Weise wie das bisher bekannte
MMC.

Blebscore-Allgemein: Bei der Beurteilung des Bleb Scores, der die Morpholo-
gie der Filterkissen bewertet, darf nicht aul3er Acht gelassen werden, dass die
Erhebung auch subjektiven Entscheidungen unterliegt und somit die Einzel-
score-Werte nicht Uberbewertet werden durfen. Besser eignet sich hierfur der
Gesamtscore, da dieser mehrere Daten in sich vereint und verschiedene As-
pekte des Filterkissens bewertet.

Blebscore-Mikrozysten: Wahrend der Beurteilung der Bleb Scores entwickel-
ten sich wahrend der gesamten Versuchsdauer bei keinem der Filterkissen Mik-
rozysten. Dies war jedoch im Kaninchen-Operationsmodell nicht Uberraschend,
da Kaninchen eine viel starkere Vernarbungstendenz als Menschen zeigen. In
anderen Studien konnten Mikrozysten nur sehr selten bei Kaninchen beobach-
tet werden und falls welche auftraten, wiesen diese eine andere Struktur als die
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beim Menschen vorkommenden Mikrozysten auf. Es wird angenommen, dass
der Mangel an Mikrozysten bei Kaninchen auch darauf zurtickzufihren ist, dass
die Konjunktiva histologisch gesehen einen von der menschlichen Konjunktiva
abweichenden Aufbau aufweist. Wahrend die menschliche Konjunktiva sechs
Zellschichten aufweist, besitzen Kaninchen lediglich zwei bis drei konjunktivale
Zellschichten [69, 70].

IOP-Tonopen: In Bezug auf den IOP stellte sich bei mehrmaligem Messen mit
dem Tonopen heraus, dass die Messwerte stark variierten und schwer zu re-
produzieren waren. Eine Erklarung hierfur ware, dass die Messungen mit dem
Tonopen im Gegensatz zu den Messungen mit dem Schi6tz-Tonometer stets
am wachen Tier durchgefuhrt wurden. Dies konnte zu Artefakten gefuhrt haben,
da die Kopfe der Versuchstiere fur die Messung manuell fixiert werden mussten
und so versehentlich Druck auf die Augen ausgelbt worden sein konnte. Auch
das Blinzeln der wachen Tiere bzw. deren Abwehrhaltung kann hierbei nicht
auller Acht gelassen werden. Des Weiteren wurde der Tonopen ursprunglich
fur den Gebrauch am Menschen konzipiert, auch wenn er nun haufig Anwen-
dung fur die Druckmessung am Kaninchen findet. Es ist zudem auch bekannt,
dass der Tonopen fur die Beurteilung von sehr niedrigen Augendruckwerten,
wie dies insbesondere nach Trabekulektomie-Operationen der Fall ist, weniger
zuverlassig ist. Eine Druckmessmethode fuhrt nur dann zu verlasslichen Wer-
ten, wenn wiederholte Messungen innerhalb weniger Minuten eine Wertevaria-
bilitat von weniger als 3 mmHg aufweisen. Bei Messungen des Tonopens lag
die Wertevariabilitat in unserem Versuch jedoch meist deutlich Uber 3 mmHg
(drei Beispielsmessungen: 10 mmHg, 16 mmHg, 8 mmHg). Der iCare Tonome-
ter lieferte bei Messversuchen an Kaninchenaugen sogar noch schlechtere Er-
gebnisse, so dass dieser fur uns nicht als Alternative in Frage kam. Infolgedes-
sen entschieden wir uns, lediglich die Messwerte des Schiotz Tonometers in die
Endauswertung aufzunehmen, auch wenn dies eine Untersuchung der Tiere in
Narkose erforderte.

Die beiden CLT-Gruppen erreichten hinsichtlich der Drucksenkung zu keinem
Zeitpunkt einen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich mit der Kon-
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troll-OP-Gruppe. Trotz allem verlangerte die CLT-Behandlung den Effekt der
Drucksenkung. In der CLT++ Gruppe konnte eine Drucksenkung beobachtet
werden, die ahnlich der der MMC-Gruppe verlief. Die MMC-Gruppe erreichte
lediglich am letzten Tag der Studie einen statistisch signifikanten Unterschied
(Abbildung 3). Hieraus ist ersichtlich, dass hinsichtlich der Druckwerte die kom-
binierte intra- und postoperative Anwendung von CLT durchaus eine Alternative
zur herkdommlichen Anwendung von MMC darstellt.

Zusammenhang zwischen IOP und Narkose: Bei der Entwicklung des I0Ps
fallt auf, dass der IOP der unbehandelten Gruppe ab dem dritten postoperativen
Tag unerwartet etwas niedriger ist als der IOP an Tag O (Abbildung 3, Abbil-
dung 4B, Abbildung 5). Dieser Effekt kann durch die bei dem Eingriff verwende-
ten Anasthetika erklart werden. Wie bereits bekannt, wird der IOP bei einer
Vollnarkose durch die eingesetzten Narkotika Uber einen gewissen Zeitraum
gesenkt. Fur die praoperativen Untersuchungen erfolgte die Ermittlung der |OP-
Werte unmittelbar nach Injektion der Narkotika. Die postoperativen Ermittlungen
des IOP hingegen erfolgten erst, nachdem bei den narkotisierten Kaninchen die
Beurteilung der Morphologie der Filterkissen abgeschlossen war und Fotogra-
phien derselben angefertigt wurden. Diese Reihenfolge der Untersuchungen
war notwendig, um Veranderungen der Morphologie des Filterkissens durch die
Druckmessung zu vermeiden. Dies ist vermutlich der Grund fur das Absinken
der postoperativ ermittelten |OP-Werte. Da wir jedoch die postoperativen Nach-
untersuchungen jedes Mal auf die gleiche Art und Weise durchfuhrten, blieb der
Zeitraum, bis der IOP gemessen werden konnte, stets gleich. Hochstwahr-
scheinlich blieb der IOP der unbehandelten Gruppe ab dem dritten postoperati-
ven Tag durch diesen Grund auch relativ stabil und zeigte nur geringe Schwan-
kungen (Abbildung 4B).

Histologie der Narben: Es ist bekannt, dass Narben im Laufe der Zeit dunner
werden. Vor allem die Kollagenablagerung und die Narbendicke im Operations-
spalt sind davon betroffen. Da die Filterkissen der verschiedenen Gruppen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten versagten, die histologische Auswertung jedoch
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am letzten Studientag (Tag 28) erfolgte, muss man die histologischen Ergeb-
nisse mit Vorsicht interpretieren (Abbildung 6). Nichtsdestotrotz zeigte die Kon-
troll-OP-Gruppe statistisch gesehen mehr subkonjunktivale Kollagenablagerung
als die CLT+ Gruppe (Abbildung 14A). Und dies, obwohl die Filterkissen der
Kontroll-OP-Gruppe friher versagten als die der CLT+ Gruppe. Dadurch ist es
sehr wahrscheinlich, dass CLT auch an der Konjunktiva einen antifibrotischen
Effekt erzielt.

Sicherheit/Toxizitat: Ein wichtiger Punkt in der Medikamentenanwendung ist
die Sicherheitsfrage. Sowohl CLT als auch MMC erwiesen sich wahrend der
gesamten Studienzeit als sicher. Es kam weder zur toxischen Reaktionen noch
zu einer Ubermaligen oder verlangerten Entzindungsreaktion im oder am Au-
ge. Als einzige Nebenwirkung zeigte sich eine deutliche Verminderung der An-
zahl von Becherzellen unter MMC. Die MMC-Gruppe wies im Vergleich mit den
anderen Gruppen die niedrigste Durchschnittsanzahl an Becherzellen auf. Ver-
glichen mit der Kontroll-OP-Gruppe erreichte dieser Unterschied eine statisti-
sche Signifikanz (Abbildung 14D). Die CLT-Gruppen hingegen zeigten keinen
statistisch signifikanten Unterschied zur Kontroll-OP-Gruppe. Es ist jedoch zu
beachten, dass die CLT-Gruppen im Vergleich zur MMC-Gruppe keine signifi-
kant hohere Anzahl an Becherzellen zeigten, so dass eine milde Toxizitat von
CLT nicht ganzlich auszuschlie3en ist. Eine Studie mit einer Lange von 28 Ta-
gen lasst auch keine beweisenden Ruckschlusse auf eine langfristige Sicher-
heit zu. Vor allem MMC ist, wie bereits erlautert, dafir bekannt, spatfolgende
Komplikationen auszuldsen, die bis zu Monaten oder Jahren nach der OP auf-
treten konnen. Diese konnten aufgrund der kurzen Dauer der Studie nicht naher
analysiert werden. Das Ergebnis deutet jedoch darauf hin, dass CLT-28643

besser vertraglich sein konnte als MMC.

MMC-(Neben)Wirkungen, CLT als Alternative?: MMC inhibiert durch Alkylie-
rung irreversibel die DNA-Replikation und die Proteinbiosynthese [43, 71]. MMC
ist daher in der Lage, die Fibroblastenproliferation zu stoppen, damit die Nar-
benbildung abzuschwéachen und somit fur eine Verbesserung der Funktion und
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des Uberlebens der Filterkissen zu sorgen [42]. Leider flhrt die antiproliferative
und toxische Wirkung des MMC auch zu der Ausbildung sehr dinner und avas-
kularer Filterkissen, die fur Langzeitprobleme, wie Endophthalmitiden und irre-
versiblen Hypotonien verantwortlich sind [44, 45].

Zudem zerstort die starke Zytotoxizitat des MMC auch Blutgefalle und verhin-
dert somit das Eintreten einer postoperativen Entzindungsreaktion. Dieser Ef-
fekt kann von CLT-28643 als Integrininhibitor nicht erwartet werden. Entzin-
dungsreaktionen, die zum Versagen von Filterkissen beitragen, kbnnen mog-
licherweise durch eine alleinige Monotherapie von Integrininhibitoren jedoch
nicht ausreichend verhindert werden. In unserer Studie wurden keine adjuvan-
ten Steroide, wie beispielsweise Dexamethason, verwendet, damit der alleinige
Effekt von CLT-28643 unverfalscht objektiviert werden kann. In einer klinischen
Situation wirden jedoch topische Steroide postoperative Anwendung finden.
Diese Steroide wurden dazu beitragen, nicht nur mogliche Entzindungsreaktio-
nen, sondern auch die Vaskularisation zu hemmen und moglicherweise damit

den positiven Effekt von CLT-28643 zu verstarken.

Vaskularisation: Vor allem die Vaskularisation der Filterkissen scheint von be-
sonderer Bedeutung zu sein. Einerseits wird eine ausgepragte Vaskularisation
und besonders die Anwesenheit von Korkenziehergefallen in der fruhen posto-
perativen Phase mit einem frihen Versagen der Filterkissen in Zusammenhang
gebracht [72]. Avaskulare Filterkissen hingegen zeigen ein langeres Uberleben.
Andererseits hangen Komplikationen wie beispielsweise die Undichtigkeit des
Filterkissens oder spate Infektionen mit der GroRe der avaskularen Bereiche
auf dem Filterkissen zusammen [73]. Das Vorhandensein eines avaskularen Fil-
terkissens beinhaltet also grof3e Vor- und Nachteile. Winschenswert ware ein
antifibrotisches Medikament, welches zur gleichen Uberlebensrate der Filterkis-
sen wie MMC, jedoch nicht zu avaskularen Filterkissen und konjunktivaler Aus-
dunnung fuhrt. Daher besteht ein groler Bedarf fur ein weniger toxisches und
sogleich spezifischer antifibrotisches Medikament als MMC.

In unserer Studie konnten lediglich in der MMC-Gruppe avaskulare Filterkissen

beobachtet werden. In allen anderen Gruppen waren die Filterkissen wahrend
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der gesamten Studiendauer vaskularisiert. Auch der Einzelscore des Bleb
Scores fur Vaskularisation war in der MMC-Gruppe mit Ausnahme des ersten
postoperativen Tags stets am hochsten (Abbildung 10A). Dies bedeutet, dass
die Filterkissen der MMC-Gruppe den niedrigsten Vaskularisationsgrad aufwie-
sen. Ahnlich zur MMC-Gruppe zeigten die Filterkissen der beiden CLT-Gruppen
einen geringen Grad an Vaskularisation, welcher fiir das Uberleben der Filter-
kissen von Vorteil ist. Ab dem 14. postoperativen Tag nahm die Vaskularisation
der CLT-Gruppen jedoch kontinuierlich zu (Abbildung 10A). Hierin kann der
Vorteil gesehen werden, dass durch die nicht ganzlich avaskularen Filterkissen
Langzeitkomplikationen wie Infektionen oder Undichtigkeiten vermieden werden
konnten.

Im Gegensatz zum Vaskularisationsgrad blieb die Anzahl an Korkenziehergefa-
Ren der beiden CLT-Gruppen bis zum 24. postoperativen Tag konstant niedrig
(Abbildung 10B). Das spate Absinken des Scores ist dem finalen Versagen der
Filterkissen zuzuschreiben, da ein Filterkissen, welches nicht mehr funktionsfa-
hig war, stets mit O Punkten in jedem Einzelscore bewertet wurde. Daher ist er-
sichtlich, dass die wiedereinsetzende Vaskularisation der Filterkissen nach dem
14. postoperativen Tag bei den beiden CLT-Gruppen hauptsachlich aus norma-
len Blutgefallen und nicht aus Korkenziehergefallen bestand (Abbildung 10A-
B). GemaR den beschriebenen pathophysiologischen Uberlegungen hinsichtlich
der Vaskularisation von Filterkissen, ist die Entwicklung der Vaskularisation in
den beiden CLT-Gruppen als gunstig anzusehen, da die Filterkissen eine vor-
teilhafte Vaskularisation mit nur vereinzelten Korkenziehergefalden aufwiesen.
Unterstutzend fur die leicht antiangiogene Wirkung von CLT konnte in einer an-
deren Studie gezeigt werden, dass durch die Inhibition von a5p1-Integrinen die
corneale Neovaskularisation bei einer Hornhautwunde vermindert werden konn-
te [74].

Wundheilung: Die Expression von a-SMA verstarkt die Kontraktilitat der Fib-
roblasten, kennzeichnet die Kontraktionsphase der Bindegewebsreparatur und
ist der am haufigsten eingesetzte Marker fur Myofibroblasten [75]. Wenn die
Gewebsheilung erfolgt ist, sterben in einem physiologischen Prozess die Myo-
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fibroblasten durch Apoptose ab und es besteht daher danach auch keine Ex-
pression von a-SMA mehr [76]. In einer pathologischen Wundheilungssituation,
unterliegen die Myofibroblasten nicht der Apoptose, so dass auch die a-SMA-
Expression bestehen bleibt und sich eine hypertrophe Narbe entwickelt [77].
TGF-B1 wird als der Haupt-Wachstumsfaktor in der Entwicklung von Myo-
fibroblasten, welche zur a-SMA-Expression fuhrt, angesehen [78]. Des Weite-
ren reguliert TGF-B1 die Expression von a5B1-Integrin und dessen Liganden
Fibronectin hoch [79]. a5B1-Integrin und Fibronectin sind Bestandteil der foka-
len Adhasionsstellen [77], welche wahrend der Differenzierung der Myo-
fibroblasten gebildet werden und den Verankerungsstellen der Myofibroblasten
in der Extrazelluldarmatrix dhneln. Uber diese fokalen Adh&sionsstellen sind die
Myofibroblasten in der Lage, mechanische Belastung wahrzunehmen. Erhoht
sich die mechanische Belastung, so wird vermehrt TGF-31 ausgeschuttet und
die Expression von a-SMA nimmt zu. a5B1-Integrin und Fibronectin vermitteln
diesen TGF-B1-Signalweg, der uber eine Autophosphorylierung und Aktivierung
einer Kinase an den fokalen Adhasionsstellen zur Myofibroblasten-
Differenzierung fuhrt. Dieser Signalweg ist essentiell fur die Induktion und Auf-
rechterhaltung des differenzierten Myofibroblasten-Phanotyp [79]. CLT-28643
blockiert die a5B1-Integrine und vermindert dadurch die Wundheilung nach ei-

ner Trabekulektomie.

Zusatzlich ist wohl bekannt, dass die Rezeptordichte die Migrationsrate der Fib-
roblasten beeinflussen kann [80]. Wenn CLT-28643 als a5B1-Integrin-Inhibitor
auf der Konjunktiva angewendet wird, werden a5@31-Integrine inhibiert. Dadurch
sollte die Adhasion der Fibroblasten an die Extrazellularmatrix vermindert wer-
den und die Migrationsantwort konnte sogar verstarkt werden. Interessanter-
weise wurde gerade zu diesem Aspekt eine experimentelle Studie veroffentlicht.
Joo et al. verstarkte durch eine Behandlung mit Trichostatin A (TSA) die a5831-
Integrin-Expression von Fibroblasten, so dass die Migrationsgeschwindigkeit
abnahm. Wurden die Fibroblasten mit niedrigen Konzentrationen von inhibie-
renden a5fB1-Integrin-Antikorpern inkubiert, so wurde die Fibroblastenmigration
fast vollstandig wiederhergestellt. Wurden die Fibroblasten jedoch mit hohen
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Konzentrationen inkubiert, so blieb die Migrationsrate auf einem niedrigen Ni-
veau. Des Weiteren fuhrte die Inkubation mit ausschlieRlich hohen Konzentrati-
onen an inhibierenden a5B1-Integrin-Antikorpern selbst zu einer Reduktion der
Migrationsrate [81]. Dadurch ist es sehr wahrscheinlich, dass der a531-Integrin-
Inhibitor CLT-28643 die Migrationsantwort der Fibroblasten verandert. Es ist je-
doch unklar, ob dies zu einer verstarkten oder abgeschwachten Migrationsant-
wort fuhrt.

In einer weiteren Studie, in der ein anderer a5B1-Integrin-Inhibitor sowohl mit
Zelllinien als auch mit Primarzellen getestet wurde, zeigte sich eine konstante
Inhibierung der Migration von Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen [67, 82].
Daher ist es moglich, dass das beobachtete verlangerte Uberleben der Filter-
kissen unter CLT-28643 auf die kombinierte Wirkung durch einerseits die Inhi-
bierung der Migrationsantwort der Fibroblasten so wie andererseits durch die
Inhibierung der Fibrose zurtuckzufuhren ist.

In unserer Studie zeigte sich im Adhasionsversuch eine pro-adharente Wirkung
von CLT. Dies war durch den statistisch signifikant hoheren Wert von 1:5 CLT
im Vergleich zum Kontroll-Wert ersichtlich (Abbildung 24). Normalerweise ware
jedoch zu erwarten, dass CLT durch die a5B1-Integrin-Inhibition die Fibroblas-
tenadhasion hemmt. Somit konnte die oben erlauterte molekulare Grundlage in

unserem Adhasionsversuch nicht nachgewiesen werden.

Bezlglich der Migration ist aus molekularer Sicht durch Einsetzen von CLT als
a5B1-Integrin-Inhibitor eine veranderte Antwort zu erwarten. In unserer Studie
zeigte sich jedoch, dass CLT im Migrationsversuch keine Wirkung zeigt, denn
CLT und Placebo unterschieden sich nur in der 1:50-Verdunnung signifikant
(Abbildung 20).

Immunhisto/Integrin-Expression: Durch den Studienaufbau ist es leider nicht
moglich, die Wirkung des a5B1-Integrin-Inhibitors auf die a5B1-Integrin-
Expression zu erlautern, da durch die Aufbereitung der Schnitte fur die Immun-
histochemie genau die interessierenden Anteile des Gewebes durch Zerstorung
der Sklera verloren gingen. Auch eine Vorbehandlung der Schnitte mit Pronase
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oder Proteinkinase K, welche zu einer besseren Erhaltung der Gewebe fuhrte
sowie eine Anwendung hoherer Konzentrationen der Antikorperlosung fur eine
angemessene Qualitdt der Schnitte fihrte zu keinem zusatzlichem Informati-
onsgewinn. Die immunhistochemische Farbung wurde 28 Tage nach dem Ein-
griff, nachdem alle Tiere getdtet wurden, durchgefuhrt. Das bestatigt fruhere
Untersuchungen. In einer bisher noch nicht veroffentlichten Studie wurden
Mauseaugen an verschiedenen Zeitpunkten nach einer Trabekulektomie histo-
logisch auf die Anwesenheit von a5B1-Integrin mit Hilfe einer a5B1-Integrin-
spezifischen Farbung hin untersucht. Bei der Evaluierung der konjunktivalen
Vernarbung in dieser Studie wurde festgestellt, dass die Integrin-Expression am
28. postoperativen Tag nur minimal vorhanden war. Diese Studie an Mausen
zeigte, dass a5B1-Integrine nach dem Eingriff an der Operationsseite exprimiert
werden und am dritten postoperativen Tag ihren Hohepunkt erreichen. An den
darauffolgenden Tagen nimmt die Expression allmahlich ab, bis sie am 28. Tag
ein fast nicht mehr nachweisbares Niveau erreicht. Am 28. Tag gab es keine
erkennbaren Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich des Niveaus der
Myofibroblastenaktivierung. Daher nehmen wir an, dass die SMA-Expression
ahnlich wie die a5B1-Integrin-Expression zu einem fruheren Zeitpunkt in unse-

rem Modell ihren Hohepunkt erreichte.

Zellkulturteil: Im Zellkulturteil konnten die den klinischen und histologischen
Ergebnissen zugrundeliegenden Zellmechanismen nachgewiesen werden.

Im MTS-Test, der die Viabilitat der Zellen erfasst bzw. indirekt den zytotoxi-
schen Effekt durch den Verlust vitaler Zellen kenntlich macht, schnitten die
CLT-Konzentrationen bis auf wenige Ausnahmen mit einem statistisch signifi-
kant niedrigeren Testergebnis als die gleichwertigen Placebo-Konzentrationen
ab (Abbildung 16). Dies impliziert einen viabilitatshemmenden Effekt von CLT
auf die kultivierten Tenonfibroblasten. Zudem stiegen die Werte mit immer
schwacher konzentriertem CLT bzw. Placebo an.

Zu beachten ist, dass durch das Verdunnen der Substanzen zwischen den ein-
zelnen Konzentrationsgruppen keine konstante Menge an zugefugtem Nahr-
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medium eingehalten werden konnte. Bei der niedrigsten Verdunnung von 1:5
wurde dementsprechend weniger Nahrmedium verwendet als bei den starkeren
Verdunnungen. Die niedrigen Ergebnisse der starkeren Konzentrationen kon-
nen so auch durch den Mangel an Nahrmedium begrindet sein.

Unerwartet ist auch, dass die schwacheren Konzentrationen von CLT und Pla-
cebo im MTS-Test teilweise hohere Werte als die Kontrollgruppe erzielten
(Tabelle 6). Moglicherweise wirkt CLT daher sogar viabilitatssteigernd.

Da der KV-Test die lebenden, adharenten Zellen aus dem MTS-Test farbt und
somit eine quantitative Aussage Uber die Anzahl der lebenden Zellen macht,
unterstutzt er die oben beschriebenen Ergebnisse des MTS-Tests. Denn prinzi-
piell zeigten hoherkonzentrierte Proben fast immer einen erniedrigten Wert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Des Weiteren waren bei nahezu allen Konzentra-
tionen die Placebo-Werte hoher als die Werte der CLT-Gruppe (Tabelle 7, Ab-
bildung 17). Auch die Bezugnahme des MTS-Tests auf den KV-Test verdeut-
licht die bereits gewonnenen Ergebnisse: Mit hoherer Konzentration von CLT
und Placebo fielen die Werte ab. Dies bedeutet, dass die Viabilitat der einzel-
nen Zelle reduziert war. Hierbei ergaben sich jedoch nur zwischen manchen
Werten der gleichen Konzentration zwischen CLT und Placebo statistisch signi-
fikante Unterschiede (Abbildung 18). Dies bedeutet, dass die relative Viabilitat
bei hoheren Konzentrationen reduziert war. Die Werte der schwacheren Kon-
zentrationen von CLT bzw. Placebo Uberstiegen aber zum Teil die Kontrollwerte
(Tabelle 8). Dies bedeutet, dass hier MTS viabilitatsfordernd gewesen sein
muss. Die Ergebnisse der niedrigen CLT-Verdunnungen stehen daher im Ge-
gensatz zu den hohen Verdunnungen. Deshalb ist es am wahrscheinlichsten,
dass die Viabilitatsreduktion bei hohen Konzentrationen durch den Nahrstoff-
mangel bedingt ist, aber bei niedrigen Konzentrationen CLT sogar leicht viabili-
tatsfordernd ist.

Im Caspase 3/7-Assay, mit Hilfe dessen eine Aussage Uber das Ausmal der

Apoptose getroffen werden kann, bestanden an allen Tagen mit wenigen Aus-
nahmen zwischen der Placebo- und der CLT-Gruppe bei den niedrigen Kon-
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zentrationen keine statistisch signifikanten Unterschiede. Zudem befanden sich
bei diesen Konzentrationen die Werte beider Gruppen weitestgehend im Be-
reich der Kontrollgruppenwerte. Bei den hoheren Konzentrationen hingegen
waren an Tag 3 und Tag 5 bis auf einen Ausreil3er alle Werte der Placebogrup-
pe statistisch signifikant hoher als die der CLT-Gruppe. Zusatzlich wurden bei
der Placebogruppe an Tag 3 und Tag 5 bei der 1:10-Konzentration die an die-
sem Tag am hochsten verzeichneten Werte gemessen (Abbildung 19). Ver-
gleicht man die Zellzahl, die aus dem KV-Test ersichtlich wird, mit den Ergeb-
nissen des Caspase-Tests, so wurde man erwarten, dass in den niedrigen Ver-
dinnungen die Werte des Caspase-Tests deutlich niedriger sind, da auch die
Zellzahl reduziert ist. Dies ist aber nicht der Fall. Besonders an Tag 5 zeigt sich,
dass obwohl die Zellzahl sehr niedrig ist, die Caspase-Werte hoch sind. Die
Caspaseaktivitat ist daher pro Zelle gesehen bei den hdheren CLT- bzw. Pla-
cebo-Konzentrationen hoch. Dies ist ggf. durch den Nahrstoffmangel bedingt
oder dass sowohl die Placebo-Losung als auch die CLT-L6sung apoptotisch
wirken. Zudem ist aber anzumerken, dass bei den Caspase-Tests die Placebo-
Gruppe fast durchweg hohere Werte zeigt als die CLT-Gruppe. Deshalb konnte
hier der Nahrstoffmangel bei hohen Verdunnungen zu einer Caspaseaktivie-
rung gefuhrt haben. Da die CLT-Gruppen aber niedrigere Werte zeigen als die
Placebo-Gruppen konnte CLT gegebenenfalls sogar antiapoptotisch wirken.
Wegen den vielen Ausreilern und auch den sehr schwankenden Caspaseer-
gebnissen ist die Aussagefahigkeit diesbezuglich aber stark reduziert.

Der Migrations-Assay ergab, dass sowohl CLT als auch Placebo dosisabhangig
die durch bFGF-induzierte Migration hemmen (Tabelle 10, Abbildung 20). Zwi-
schen den beiden Substanzen gab es jedoch lediglich bei der 1:50-
Konzentration einen statistisch signifikanten Unterschied, so dass man davon
ausgehen kann, dass CLT keine Wirkung zeigt und somit die Migration der Zel-
len nicht merklich beeinflusst. Zu beachten ist allerdings, dass K-bFGF hohere
Werte als fast alle Verdunnungen mit Ausnahme des 1:50-CLT-Wertes zeigen.
Der Versuch hat nicht zum Erfolg gefuhrt, da eigentlich alle Werte zwischen K-
bFGF und K+bFGF hatten liegen mussen. Dies liegt wahrscheinlich darin be-
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grundet, dass die Hemmung durch die Verdinnung grofer war als der durch
den Wachstumsfaktor hervorgerufene Reiz.

Des Weiteren ist anzumerken, dass der background Zellen enthalt und die
Auswertung des Versuches somit schwierig ist.

Des Weiteren scheint CLT die Adhasion der Zellen sogar zu verstarken
(Abbildung 24, Tabelle 11). Da dies und auch manch andere Zellkulturergeb-
nisse nur maRig die Ergebnisse der klinischen und histologischen Untersu-
chung unterstitzen, wirde dies bedeuten, dass CLT auf kultivierte Tenon-
fibroblasten praktisch wirkungslos ist. Moglicherweise haben sich die Zellen
durch das Herauslosen aus ihrer naturlichen Umgebung derartig dedifferenziert
und verandert, dass sie auf die Substanz nicht mehr reagieren kdnnen. Gene-
rell sind Ruckschlisse aus der Zellkultur auf die Wirkung am lebenden Orga-
nismus nur mit Einschrankungen zu bewerten.

Andernfalls ware anzunehmen, dass CLT tatsachlich wirkungslos ist und die
Tierversuche nur ein zufallig positives Ergebnis erbrachten. Moglicherweise
konnte eine Wirkung von CLT auch bei ausreichend grof3er Fallzahl und lange-
rer Studiendauer mit einer langen Nachbeobachtungsphase nicht nachgewie-

sen werden.

Die Analysen der Publikationen von Li und Zahn [67, 83] ergaben jedoch, dass
ein a5B1-Integrininhibitor in der Lage ist, sowohl die Adhasion als auch die Mig-
ration dosisabhangig zu hemmen. Dass unsere Zellkulturversuche keinen Effekt
bzw. sogar einen verstarkenden Effekt wie bei der Adhasion zeigten, konnte da-
ran liegen, dass die Versuche an unterschiedlichen Zelllinien durchgefuhrt wur-
den. Wahrend wir in unserer Studie humane Tenonfibroblasten verwendeten,
griffen Li et al. auf humane Retinapigmentepithel-Zellen und Zahn et al. auf
ARPE-19 Zellen zurick [67, 83].

Integrininhibitor: Wiederholte Injektionen eines nicht spezifischen Integrin-

Inhibitor-Peptids sind dazu imstande, einen niedrigen IOP sowie die Funktion
der Filterkissen nach einer filtrierenden Glaukomoperation bei Kaninchen auf-
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rechtzuerhalten [84]. Dieses Peptid erkennt jedoch auch einige andere Integrine
wie avpB5 oder avp3, welche bei physiologischen Funktionen wie beispielsweise
der Phagozytose von AulRensegementen der Photorezeptoren oder der Anlage-
rung von RPE-Zellen an die Bruch’sche Membran eine Rolle spielen [81, 82,
84, 85]. Deshalb bestehen Sicherheitsbedenken bei nicht selektiven Integrinin-
hibitoren und eine klinische Anwendung ist wahrscheinlicher mit einem selek-

tiven Integrininhibitor zu erreichen.

Zusammenfassung: In unserer Studie konnten wir zeigen, dass eine spezifi-
sche a5B1-Integrin-Inhibition durch CLT-28643 das Uberleben der Filterkissen
sowie die durch die Trabekulektomie hervorgerufene Drucksenkung signifikant
verlangert. Aul3erdem scheint CLT-28643 auf Grundlage unserer chirurgischen
und histologischen Ergebnisse sicher fur die zukunftige Glaukomchirurgie zu
sein. Langerfristige Ruckschlisse sind jedoch aus dieser Studie heraus nicht
moglich, da aufgrund der kurzen Studiendauer keine Aussage Uber die Kompli-
kationen getroffen werden kann, die moglicherweise erst nach Monaten oder
Jahren auftreten. Hierzu misste man vom Kaninchen-Operationsmodell auf ei-
ne klinische Studie am Menschen Ubergehen. Auch wenn die antiproliferative
Wirkung von CLT-28643 in den Zellkulturversuchen nicht so klar wie in den
Tierversuchen gezeigt werden konnte, so ist die FortfUhrung der Evaluation der
antifibrotischen Wirkung von CLT-28643 in einer klinischen Studie durchaus in-

teressant.

93



5 Zusammenfassung

Bei der filtrierenden Glaukomchirurgie kommt es durch eine Wundheilungs- und
Fibrosereaktion zu einem Versagen der Filterkissen. Hierbei sind Myofibroblas-
ten, die durch Integrine aktiviert werden, von grof3er Bedeutung. Der Fibronec-
tinrezeptor a5p1-Integrin kdnnte dabei eine entscheidende Rolle spielen. Dies
ist die erste Studie, in der die Rolle eines a5B1-Integrin-Inhibitors (CLT-28643)
bei der postoperativen Fibrosierung nach filtrierenden Glaukomchirurgie-
Eingriffen untersucht wird. CLT-28643 wurde in dieser Studie mit dem Gold-
standard Mitomycin C (MMC) verglichen. Zudem sollte die Wirkung von CLT-
28643 auf Tenonfibroblasten in der Zellkultur untersucht werden.

Wir fuhrten eine doppelt-blinde Trabekulektomiestudie an 24 Kaninchen durch.
Die rechten Augen wurden in drei Gruppen a 8 Augen aufgeteilt. An allen rech-
ten erfolgte eine Trabekulektomie: In der MMC-Gruppe erhielten die 8 rechten
Augen eine intraoperative MMC-Gabe. Postoperativ wurden Placebo-Augen-
tropfen appliziert. In der CLT+ Gruppe erhielten die 8 rechten Augen intraopera-
tiv CLT-28643 subkonjunktival; postoperativ wurden Placebo-Augentropfen ap-
pliziert. In der CLT++ Gruppe erhielten die 8 rechten Augen CLT-28643 sub-
konjunktival sowie postoperativ als Augentropfen. Fur die Kontroll-OP-Gruppe
erfolgte an den linken Augen von 12 Kaninchen eine Trabekulektomie ohne ad-
juvante Medikation. Die anderen 12 linken Augen blieben unoperiert und bilde-
ten die unbehandelte Gruppe.

Far die klinische Untersuchung wurden IOP-Messungen mit Hilfe eines Schidtz-
Tonometers, Spaltlampenuntersuchungen (Uberleben der Filterkissen sowie
der Wurzburger Bleb Score) sowie eine fotographische Dokumentation der Fil-
terkissen durchgefuhrt. Vier Wochen nach der Trabekulektomie wurden die Ka-
ninchen getotet und die Augen histologisch aufbereitet.

Bei den Zellkulturversuchen wurde die Wirkung von CLT-28643 in diversen
Konzentrationen im Vergleich zu einer Placebo-Behandlung an Tenonfibroblas-
ten untersucht. Es wurde zur Viabilitatsbestimmung ein MTS- sowie ein Kristall-
violett-Test durchgefuhrt. Zudem erfolgte ein Migrations- und Adhasionsassay,
sowie eine Untersuchung der Capsase-3/7-Aktivitat.
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Wir konnten zeigen, dass die Behandlung mit CLT-28643 (CLT+ und CLT++
Gruppe) zu einem signifikant langeren Uberleben der Filterkissen und zu einem
besseren Bleb Score, verglichen mit den Ergebnissen der Kontroll-OP-Gruppe,
fuhrte (10. postoperativer Tag: Kontroll-OP-Gruppe 33 %-ige Funktion, CLT-
Gruppen 100 %-ige Funktion). Die MMC-Gruppe konnte als einzige der Grup-
pen am letzten Tag der Verlaufsbeobachtung eine Filterkissenfunktion von 75
% aufweisen. Das zweitbeste Ergebnis an diesem Tag erreichte mit 25 % die
CLT+ Gruppe. In der MMC-Gruppe blieben die Filterkissen am langsten funkti-
onsfahig.

Die beiden CLT-Gruppen erreichten hinsichtlich der Drucksenkung zu keinem
Zeitpunkt einen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich mit der Kon-
troll-OP-Gruppe. Die CLT-28643-Gabe wurde in allen Augen sehr gut toleriert.
Klinisch und histologisch zeigten sich keine Hinweise flr eine mogliche Toxizitat
von CLT-28643. MMC hingegen wies im Vergleich mit den anderen Gruppen
die niedrigste Durchschnittsanzahl an Becherzellen auf und statistisch signifi-
kant weniger Becherzellen als die Kontroll-OP-Gruppe, was auf eine mogliche
Toxizitat hinweist. Die CLT-Gruppen zeigten im Vergleich zur MMC-Gruppe
aber keine signifikant hohere Anzahl an Becherzellen, so dass eine milde Toxi-
zitat von CLT nicht ganzlich auszuschliel3en ist.

Bei den Zellkulturversuchen schnitten beim MTS-Test die CLT-Konzentrationen
bis auf wenige Ausnahmen mit einem statistisch signifikant niedrigeren Tester-
gebnis als die gleichwertigen Placebo-Konzentrationen ab. Dies impliziert einen
viabilitatshemmenden Effekt von CLT auf die kultivierten Tenonfibroblasten. Der
Kristallviolett-Test unterstutzte die Ergebnisse des MTS-Tests. Auch die Be-
zugnahme des MTS-Tests auf den Kristallviolett-Test verdeutlicht, dass bei ho-
heren CLT-Konzentrationen die relative Viabilitat der einzelnen Zelle reduziert
war.

Die restlichen Zellkulturversuche zeigten inkonstante Ergebnisse, so dass wei-
tere Ruckschlisse schwierig sind. Einer der limitierenden Faktoren war die in-
konstante Nahrstoffversorgung der Zellen bei den unterschiedlichen Konzentra-

tionen.
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Die Ergebnisse meiner Doktorarbeit zeigen auf, dass a5p31-Integrin wesentlich
die Fibrosereaktion nach einem Trabekulektomie-Eingriff fordert. Folglich fuhrte
die Behandlung mit dem a5@1-Integrin-Inhibitor CLT-28643 zu einem verlanger-
ten Uberleben des Filterkissens im Vergleich zu keiner adjuvanten Medikation.
Es stellte sich jedoch ebenfalls heraus, dass die Anwendung von MMC — dem
derzeitigen Goldstandard bei der Trabekulektomie — hierbei einen groferen Ef-

fekt zu zeigen scheint.
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