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1 Einleitung

1.1 Glaukom

Glaukom (griiner Star) ist ein Uberbegriff fiir e@euppe pathophysiologisch heterogener
Erkrankungen des Auges, bei denen es zu einerfisgbein chronischen Schadigung der
retinalen Ganglienzellen mit ihren afferenten Nafasern der Sehbahn kommt. Im Jahr
2020 werden 79.7 Millionen Menschen weltweit amuBtm erkranken und 5.9 Millionen
eine beidseitige Blindheit erleiden. In Deutschlamidt das Glaukom bei 3% der
Erwachsenen auf und fuhrt zu 15% aller Erblindungammeist findet sich ein erhéhter
Augeninnendruck, der zu einer irreversiblen Atre@pder Nervenfasern fuhrt. Mit etwa
90% der Falle ist das priméare Offenwinkelglaukonme didufigste Glaukomform.
Atiopathologisch  liegt dieser Erkrankung eine wvegdrte Fazilitat des
Trabekelmaschenwerks zu Grunde, die zu einer 3teigedes intraokularen Druckes
fuhrt. Weitere Glaukomformen sind die dysgenetisc@B¢aukome, Glaukome mit engem
Kammerwinkel und sekundare Glaukome. Hierbei hdnekelsich um eine Behinderung
des Kammerwasserabflusses bei Traumata, intragkuldEntzindungen, Tumoren,
Neovaskularisationen oder durch pathologische Adlaggen im Kammerwinkel

(Pigmentglaukom, Pseudoexfoliationsglaukom, Stefaickom).®:8:108-110

1.2 Glaukomtherapie

Die Therapie der Offenwinkelglaukome besteht in Senkung des intraokularen Druckes
(IOD). Entsprechend den Guidelines der Europeanddlaa Society steht in Deutschland
primar die medikamentdése Drucksenkung im VordergrurBei Versagen des
konservativen Therapieregimes, d.h. Progression Sehnervenschadigung und des
Gesichtsfeldes unter Therapie, kann auf chirurgsbiterventionen zur 10D-Senkung
zuriickgegriffen werdéi*® Dieses trifft insbesondere auf die sekundérenkalme und
das Pseudoexfoliationsglaukom zu, die eine schéeehbgnose habebie am haufigsten
angewandte Methode in der filtrierenden Glaukomriie ist die Trabekulektonig®’4°
Hierbei wird ein transskleraler Abfluss des Kammassers von intraocular unter die
Bindehaut durch die Praparation eines Skleralapychet einer lokalisierten Exzision des

Trabekelwerkes und einer basalen Iridektomie géfahaSubkonjunktival bildet sich eine



Filtrationszone, in der das Kammerwasser von dengeln@nden Bindehautgewebe
resorbiert wird. Dieses fuhrt zu einer wirkungseallSenkung des intraokularen Druckes.
Allerdings ist die Rezidivgefahr — bedingt durcheeVernarbungsreaktion im Bereich der
Trabekulektomie6ffnung — sehr hoch. Sie tritt in 66% der Félle auf und ist von der
Erfahrung des Operateurs weitgehend unabh&hgls kommt innerhalb der ersten
postoperativen Wochen zu einer konjunktivalen unaiskderalen Fibrosereaktion,

verursacht  durch die ortsstandigen Fibroblasten augen beteiligten
GeWeber?,25,54,57,66,69,137,143,144

1.3 Verhinderung der Vernarbungsreaktion in der Glaukomchirurgie

Die UberschieRende Vernarbungsreaktion fihrt zaneifehlenden Langzeiterfolg. Diese
unbefriedigenden Ergebnisse fihrten zu einer intens Suche nach einer
medikamentdsen Hemmung der Fibrosereaktion. Beireitten Sechziger Jahren wurde
die Inhibition der Fibroblastenaktivierung in delaGkomchirurgie durch Kortikosteroide
untersucht®*'*! In den Achtziger Jahren folgte die Untersuchungsshiedener
Antimetaboliten. Heute werden (iberwiegend 5-Fluaoilf:>>>°-6>8081.103.113,146.150
Mitomycin C'237>76.89.101.102124 198in yesetzt. Wahrend 5-Fluorouracil eine wiedeeholt
postoperative Applikation erfordert, wird Mitomyceginmalig intraoperativ angewendet.
Mitomycin C hemmt die Vernarbungsreaktion durch ldieibition der Zellteilung in den
Fibroblasten. Da es aber nicht selektiv auf dagggwebe wirkt, kann es durch Diffusion
zu Schadigungen an anderen Geweben des Auges korSimdiel? sich die Zytotoxizitat
dieser Substanz in der Cornea, Retina, Sklera and@orpus Ciliare nachweisen, was den
Einsatz von Mitomycin C in der Klinik limitietf'?*3> Aus diesem Grund hat die Suche
nach einem neuen Wundheilungsmodulator in der @lenckirurgie einen hohen
Stellenwert. Eine Substanz, die eine deutliche Hangnder Vernarbungsreaktion am
Auge bei geringerer Zytotoxizitat verspricht, istggdmycin.

1.4 Rapamycin / Sirolimus

Rapamycin wurde in einer Bodenprobe auf der Osteli(Rapa Nui) durch die Canadian
Medical Comission im Rahmen einer Suche nach neAmtimykotika entdeckf*’

Hierbei handelt es sich um ein Makrolid-Antibiotiku welches von dem Aktinomyzeten



Streptomyces hygroscopicus produziert wird. Es wirtter dem Handelsnamen Rapamune
und der USAN-Bezeichnung Sirolimus gefuhrt.

Abb. 1.4: Ball- and Stick-model of Sirolimus. Fuaseellos, Wikipedia 01/2007.

1.4.1 Eigenschaften von Rapamycin

Rapamycin wurde als antimykotisches Mittel mit dieber Wirkung gegen Candida
Spezies isoliert. In folgenden Studien zeigten dideindruckende immunsuppresive
Eigenschaften, die den Einsatz als systemischegbigiitum oder Antimykotikum
limitierten. 1*® Die deutliche Hemmung der Aktivitat von B- und Vrhphozyten hat zu
einem erfolgreichen Einsatz in der Transplantativegizin gefiihrf* Bereits 1999 wurde
Rapamycin in den USA als Medikament gegen die alAlstol3ungsreaktion nach

Nierentransplantationen zugelas$&n

Die Zulassung in der Tumortherapie wurde durch 8Sege um die Stabilitat einer

parenteralen Applikationsform trotz nachweisbarettitimoraktivitdt in verschiedenen

Tumormodellen zun&chst verlangsdmt.Seit 2007 ist das Rapamycinanalogon
Temsirolimus zur Behandlung des fortgeschritteneerévizellkarzinoms von der FDA

zugelassen. Hier konnte das Uberleben der Patisigaifikant verlangert und die Anzahl

an schwerwiegenden Komplikationen verringert wefdeBine Klasse Il Studie zeigte

eine deutliche Ansprechrate des Endometriumkarzinanf Temsirolimu§?!® Derzeit

werden die tumorsuppressiven Eigenschaften weiRapamycinanaloga Deferolimus und



Everolimus in haematopoetischen, mesenchymalen wmithelialen Neoplasien

untersucHt®

In der Kardiologie wird Rapamycin auf Grund seirgettifibrotischen Eigenschaften
eingesetzt. Seit 2002 ist der Rapamycin beschiet8&tnt von der FDA zugelasé&rin
verschiedenen Studien (FIff, SIRIUS®, SCANDSTENT®>"* SIRTAX™®, REALITY®)
zeigte sich eine deutliche Verringerung der Resteraien der Stentimplantation.
Allerdings zeigte sich in einigen Studien auch gesteigertes Risiko einer vaskularen

Thrombose.

Denkbar erscheint der Einsatz von Rapamycin auchvéschiedenen neurologischen
Erkrankungen. Im Moment wird der Effekt von Rapamyo einer Phase Il Studie bei
Patienten mit Tuberdser Sklerose Uberpriift. EinteiBgung des Gehirns ist bei dieser
Erkrankung haufig mit Epilepsie, mentaler Retamgligy und Autismus vergesellschaftet.
Im Mausmodell konnte eine deutliche Verbesserurrgohgedener assoziierter kognitiver
Defizite erreicht werdef®*®% Auch eine Therapie mit Rapamycin bei
neurodegenerativen Erkrankungen mit Formation wvamazellularen Aggregaten wie
Morbus Parkinson, Morbus Huntington und verschiedeRormen der Demenz wird
angestrebt. So kbnnen Rapamycinanaloga die Ansamgmion diesen Proteinaggregaten,
die die neuronale Dysfunktion und den Zelltod irs#éin Erkrankungen vermitteln, in
praklinischen Modellen durch Autophagie verringthtt114116.118

1.4.2 Effekte von Rapamycin auf die Wundheilung

Rapamycin inhibiert die Bildung von Extrazellulamnma bei Fibroblasten. Es zeigte sich,
dass die antifibrotischen Eigenschaften von Rapamiyc humanen Lungenfibroblasten
durch zwei additive Prozesse vermittelt werden. Zeimen fuhrte eine Inkubation mit
Rapamycin zu einer verringerten Expression von Mypd Il Kollagen, zum anderen zu
einer verstarkten Expression der interstitiellenll&genase (MMP1). Beide Effekte
konnten sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebeshgewiesen werdéfl, Auch die
PDGF (platelet derived growth factor) und bFGF (baBbroblast growth factor)
vermittelte Proliferation von Fibroblasten wird dbr Rapamycin gehemfft In vitro
Experimente mit Raw264.7 Makrophagen zeigten udger Inkubation von Rapamycin
eine verringerte Expression von INOS (induzierbad®-Synthase) und COX-2
(Cyclooxygenase 2) auf dem mRNA Level, welche needeutlichen Verminderung der



NO (nitric oxide, Stickstoffmonoxid) und PGE2 (Paglandin E2) Produktion fiihrfe.
Wiahrend NO die Wundheilung durch die Zunahme ddialjenformation verstarkt®, hat
VEGF (vascular endothelial growth factor) proangiogtische Eigenschaften, die zu einer
beschleunigten Entwicklung des Granulationsgewetigser?. Die Behinderung der
Wundheilung durch Rapamycin konnte auchvivo nachgewiesen werden. So korreliert
diese mit einer verringerten Expression von VEGHE WO in der kutanen Wunde der

Ratte'??

Die antiangiogenetischen Eigenschaften von Rapamgod mit einem Abfall der
Produktion des VEGF verbunden. Sie lie3en sich iausdmodell in Lebermetastasen und
bei der portalen Hypertension sowie in humanen dptamtatnieren nachweisét>*°

Auch im Auge konnten die antiangiogenetischen Egkaften von Rapamycin
experimentell nachgewiesen werden. So zeigt sicAlloiransplantaten des Kaninchens
eine deutliche Verringerung bei der Bildung von WeskularisationsgefaRérf Die

systemische Applikation von Rapamycin in Mausenrt&itzu einer Verminderung der

Produktion von VEGF und der choroidalen Neovasksgdion.>’

1.4.3 Wirkmechanismus von Rapamycin

Rapamycin hat einen einzigartigen molekularen Wekhanismus. Dieser liegt sowohl
den antimykotischen, antiproliferativen als aucim demunsupprimierenden Effekten zu
Grundé®®. Rapamycin hemmt die Aktivierung von TOR (TargétRapamycin), einem

zentralen Kontrollmolekul, welches fir die Reguwatdes eukaryontischen Zellwachstums

und der Zellproliferation von besonderer Bedeutishd’

Der proliferationshemmende Effekt von Rapamycimgisich unter anderem in vaskuléren
glatten Muskelzellen (VSME§*® Diese Wirkung von Rapamycin wird auch bei der
Proliferation von T- und B-Lymphozyten beobacht®t kann die Aktivierung dieser
Zellen durch die Inkubation mit Rapamycin gehemnerden’* Die zytokininduzierte
Proliferation der Mastzelléf sowie die FGF (fibroblast growth factof) stimulierte
Proliferation von Fibroblastehkann durch Rapamycin ebenfalls inhibiert werden.

Dazu bindet Rapamycin zunachst an den intrazedol&ezeptor FKBP12 (FK506 binding
protein). Dieser Rapamycin/FKBP12-Komplex fuhrteuner spezifischen Hemmung der

Phosphatidylinositolkinase TOR.



Die besondere Bedeutung des Proteins TOR zeigt aucih in dem hohen Grad der
Konservierung seiner Aminosaurensequenz. Es fistgnHomologe von TOR in Hefen,
Pflanzen und Fliegef:°® Die Aminoséduresequenz von mTOR (mammalian Tardet o
Rapamycin) in Menschen, M&ausen und Ratten stimn@524 (ibereirt® Ein Mausmodell
mit einer nonsense-Mutation von mTOR ist nicht fedfighig.>® TOR funktioniert als ein
Sensor fur Mitogen-, Energie- und Nahrstofflevet uhent als Schltiisselmolektl fir die

Zellzyklusprogression von der G1-Phase zur S-PHd3e.

Der mTOR Signalweg wird durch vier verschiedene m8li moduliert.

Wachstumsfaktoren stimulieren mTOR durch die Aktivhg von Phosphoinositid-3
Kinasen und die Herstellung des bioaktiven Phosgiatositoltriphosphat. Die anderen
drei bekannten TOR-Modulatoren sind mit einem &tkn, anabolen Metabolismus
verbunden. Es handelt sich um Hypoxie, ein insigfiies Aminosaurenangebot und eine

zu geringe intrazellulare ATP Konzentratibn.
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Abb. 1.4.3 MTOR ist ein zentraler Regulator dekvaehstums und der Proliferation. Bjornsti 2004



Die Aktivierung von TOR fihrt zu einer Phosphorglieg von Kinasen. Dadurch wird die
Translation sowohl Gber die Aktivierung der ribossdem p70 S6-Kinase als auch tber die
Inaktivierung des Suppressorproteins 4E-BPs (4Hibgnprotein-1) initiiert. Letzteres hat
auch Auswirkungen auf die Zellzyklusprogression.fidwt die Inaktivierung des 4E-BPs
zu einer Hemmung des elF4E (eucaryontic translatidgration factor 4E) Signalweges,
der fur die mRNA- Translation von Zellzyklusregueen wie Cyclin D1 und
Ornithindecarboxylase verantwortlich ist. Eine Heomy dieser Translation durch
Rapamycin fuhrt so zu einem Stillstand der Zellander G1-Phase des Zellzyklus.
Zusatzlich zu diesem Effekt verhindert Rapamyaire eHerunterregulation des cdki p27
(cyclin dependent kinase inhibitor p27) und fligomit zu einer Hochregulation von cdk-
Proteinen (cyclin dependent kinase). Dadurch wiedKinaseaktivitat der cdk4/Cyclin D
und cdk2/Cyclin E Komplexe verringert und Uber efdivierung des Retinoblastom-
Proteins (RB) der Ubergang von der G1- in die SsBtebenfalls verhindert 383115

Dieser Effekt liegt auch der Inhibition der Migat von vaskuléaren glatten Muskelzellen
durch Rapamycin zu Grunde. So deutet die Resistenzp27-defizienten Zellen auf
Rapamycin darauf hin, dass die Hemmung der Mignathmch Uber p27 vermittelt
Wird.16’106'142

Uber den mTOR-Signalweg wird auch das Zellwachsteguliert. Dabei spielt die oben
bereits beschriebene Aktivierung der Translatiore evichtige Rolle. So waren Mutanten
der Drosophila melanogaster mit funktionsloser $%ake nur halb so grof3 wie der
Wildtyp. Es zeigte sich ein vermindertes Zellwaahstbei gleicher Zellzalif Ein
vergleichbarer Effekt zeigte sich bei der Maus. acer waren die S6-Kinase Knock-out-
Mé&use insbesondere wahrend der Embryogenese tiekiimer™*® Dieser Effekt wurde
in humanen Zellen durch Rapamycin ebenfalls erziedt zeigten die Zellen unter der
Inkubation mit Rapamycin eine verringerte Prolifemasrate und waren in allen Stadien
des Zellzyklus Kkleiner als die KontrollgruppeEin weiterer Effekt von Rapamycin ist die
Hemmung des Zellwachstums durch die Inhibition deSlukose- und

Aminosaurentransports**

In den meisten Fallen resultiert aus der Inhibitiom TOR Zytostase. In Tumorzellen mit
mutierten p53 fuhrt Rapamycin Uber die Aktivierumgr ASK1 (apoptose-signal-
regulating kinase 1) aber zur ApoptG2e.
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1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuntpdes Effektes von Rapamycin auf die
postoperative Vernarbung in der Glaukomchirurgieertl wurde zunachst in vitro eine
wirksame Konzentration von Rapamycin ermittelt ufahn im bereits zuvor etablierten
Kaninchenmodell zur filtrierenden Glaukomchirurg®e vivo untersucht. In friheren

Versuchen am Kaninchen zeigte sich, dass einelemsk Wunde nach Glaukomchirurgie
innerhalb von 4 Wochen zu einer narbigen Gewebederang fuhrf*’ Diese

Veranderung zeichnete sich aus durch:

eine Umstrukturierung der Kollagenfasern der Sklera

eine Verdickung dieser Zone

eine fibrose Umwandlung im Bereich der Episklerd Bmdehaut

eine infiltrierende Verzahnung zwischen Sklera apiskleralem Gewebe

einen erneuten Anstieg des Augeninnendruckes

o g A w0 bd BB

eine makroskopische Vernarbung der Filtrationszone.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die makroskopischem histomorphologischen
Veranderungen der mit Rapamycin behandelten, imglgeh zu den unbehandelten
Kontrollaugen, untersucht werden. Insbesondere gt Umstrukturierung des
Skleragertstes und die Form der fibrosen Verzahrmwigchen Sklera und episkleralem
Gewebe untersucht werden. Des Weiteren soll dicRaemaycin beobachtete Inhibition
von Neovaskularisationen in der Narbe untersuchtdare Durch Messung des
Augendruckes Uber einen Zeitraum von 4 Wochenasadh klinisch bestimmt werden, ob

die Wirkung der Filtrationsoperation (Trabekulekiejraufrechterhalten werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 In vitro Versuch

2.1.1 Zellkultur

Es wurden humane Tenonfibroblasten untersucht. Wieden im Rahmen von
Glaukomoperationen bei nicht voroperierten Patienteutinemafig gewonnen. Das
hierbei entnommene Gewebe wurde zunéchst in stétdehsalzlosung (0,9%) ber@
gelagert und innerhalb von 5 Stunden weitervertgbeDas Gewebe wurde in 1-2mm
grof3e Stiucke geschnitten und in Dulbecco's modikedle's medium (DMEM, Gibco
BRL) mit 10% fetalem Kalberserum (FCS) sowie PdiméStreptomycin (2
Volumenprozent) tberfuhrDie Zellen wurden bei 3T in einer Atmosphére von 5% GO
und 95% Q kultiviert. Das Medium wurde 2 Mal pro Woche ausgescht.

Die aus diesem Gewebe auswachsenden Fibroblastetenvmach etwa 3 Wochen mit
Trypsin 0,05% und EDTA 0,02% (Gibco, BRL) abgelosid erneut ausgesat. Fur die
Experimente wurden Zellen bei einer Konfluenz von-830% eingesetzt

2.1.2 Untersuchung des Effekts verschiedener DosieruagerRapamycin auf die

Proliferation von Tenonfibroblasten

Zur Untersuchung der Proliferations- und Migrat@kissitat der Tenonfibroblasten diente
der Scratch-Versuch. Hierbei wurde durch einennisfi dichten Zellrasen mittels eines
feinen Zellschabers ein strichférmiger zellfreieer8ch geschaffen (Scratch). Unter
normalen Kulturbedingungen wird dieser zellfreierddeh innerhalb von weniger als 24
Stunden durch migrierende und proliferierende HMlasten von den R&ndern her
geschlossen. Unter Einwirkung von Wundmodulatorard vder Schluss des Scratch
deutlich verlangsamt bzw. verhindétUm dies zu bewerten, erfolgte im Versuch die
Fotodokumentation nach 48 Stunden, sowie nach &Wmrhe und das Ausmessen der
Breite des verbleibenen zellfreien Bereiches. Egdem die Werte mit und ohne

Rapamycin ermittelt und verglichen. Hierbei wurd@apamycin-Konzentrationen von

50ng/ml bis 1000ng/ml untersucht. Eingesetzt wurdazu Rapamune (Weyth
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Pharmaceuticals. Inc Philadelphia PA 19101 USAY. Dalrasen wurde bei 80 -90%iger
Konfluenz fir 20 Minuten mit DMSO allein und mit DMSO gelésten Rapamune in
Konzentrationen von 50, 100, 200, 500 und 1000 hginkubiert. Nach dem

Mediumwechsel wurde der Scratch durchgefiihrt. Biemdifizielle Narbenareal wurde

dann nach 48 Stunden und nach einer Woche fotegraind ausgewertet.

2.2 In vivo Versuch

Das pigmentierte Kaninchen (pigmented Chinchillasthal) ist das Tier, das bei
Versuchen am Auge international eingesetzt wird.s D@aninchenauge ist dem
menschlichen &hnlich, besitzt eine ausreichendel3&raind zeichnet sich durch
ausgepragte Vernarbungsreaktionen aus. Das PigdeniUvea absorbiert zahlreiche
Pharmaka und schwacht somit deren Wirkung, ahmWiehbeim Menschen, ab. Insgesamt
wurden 12 weibliche Versuchstiere (Alter 8-10 Wath&ewicht 1800 bis 2200 g)
eingesetzt. Beidseits wurde eine filtrierende Gtam&hirurgie durchgefiihrt. Die rechten
Augen erhielten eine Applikation von Rapamycin saufjlnktival in die Filtrationszone
unmittelbar nach der Operation, um eine méglichsgé Verweildauer am OP-Situs zu
gewahrleisten. Die linken Augen dienten als inwaiiduelle Kontrolle. Die verwendete
Dosierung von Rapamycin war 20 pug pro Auge gelvg2doul PBS mit 1 % DMSO und

somit deutlich unterhalb der Toxizitatsschwelle Yosversuchen.

Filtrierende Glaukomchirurgie: gedeckte Goniotregieon mit und ohne Rapamycin

Bei der Operation der Kaninchenaugen wurde, anatog Trabekulektomie am
menschlichen Auge, die Bindehaut bei 1-2 Uhr infh imbusabstand Uber eine Lange
von ca. 5 mm limbus-parallel eréffnet. Es erfoldte Praparation der blanken Sklera bis
zum Limbus. Dann Trepanation in die vordere Augemk@r mittels eines 1,3 mm
Handtrepans. Danach Bindehautnaht mit resorbiembar€icryl 8-0 Faden in
Einzelknopfnahten. Es folgte bei den rechten Auden Lokalapplikation von 20 pg

Rapamycin subkonjunktival in die Filtrationszone.

Der Eingriff erstreckte sich Gber einen Zeitraunmwa. 15 Minuten je Auge. Postoperativ
erhielten alle Augen - analog zur postoperativetrdgeing beim Menschen - Inflanegent-
Augentropfen  (Prednisolon/Gentamycin ~ Kombination) -5n3al  taglich  zur

Infektionsverhitung Gber zwei Wochen.
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2.2.1 Augendruckmessung

Nach der Operation wurde der Augeninnendruck UldeeneZeitraum von 4 Wochen
gemessen. Zur Untersuchung der Effektivitat dercksankung erfolgte die Messung des
Augeninnendruckes alle 3 Tage unter Lokalanasthgsilmcain-Augentropfen) mit dem
Tonometer TonoVet des Herstellers Icare. Das Icdomometer basiert auf der
nichtinvasiven Technik der Augeninnendruckmessundie bei verschiedenen
Versuchstieren verwendet wird und auch fir das kamnmodell etabliert igt.
Entscheidender Vorteil dieser Methode ist die lcTrainierbarkeit der Versuchstiere auf
diese Art der Augendruckmessung. Eine Anwendungamisthesierenden Aufentropfen
oder Sedativa ist somit nicht notwendig. Die Nabhteiner Fehimessung auf Grund zu
hoher Lidspannung und falscher Handhabung ist logne entsprechend trainierten
Versuchstier und bei Durchfihrung der Messung deioen erfahrenen Untersucher als

gering einzuschatzen.

TONOMETER

Abb. 2.2.1 TonoVet Tonometer des Herstellers ICEiiat Oy, Helsinki Finnland
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2.3 Makroskopische Untersuchung

Die Enukleation der Bulbi erfolgte in der 4. Woclpest operationem. Auf Grund
langjahriger Erfahrung ist zu diesem Zeitpunkt diernarbung beurteilbar:*® Die
Morphologie der Narbe wurde mittels eines Bewerskagploges charakterisiert und
fotografiert. Der Bewertungskatalog umfasste di@kroskopische Einteilung des
Goniotomieareals in lucides Areal mit einem dedtlisichtbaren Skleradefekt, eine
weil3liche Narbe mit noch sichtbarem Skleradefekd un eine weiRe Narbe, ohne
sichtbaren Skleradefekt.

2.4 Histologie

Nach der Aufnahme der makroskopischen Bilder wuddgch Abpréparation der
Polkappen ein Ring von etwa 10mm Breite ausgegempiindem die temporale und
nasale Kalotte mit einer Rasierklinge abgetrenntdem. Die sklerokornealen Ringe
enthielten das OP-Areal einschlieRlich Bindehautr Bbstand des Operationsgebietes
zum Rand des Ringes wurde ausgemessen. Anschliedségte die Einbettung in
Paraffin. Nach Anschnitt des Auges im Paraffin mém Mikrotom wurde die zuvor
gemessene Position der Narbe angezeichnet, um dashiéeiden des OP-Areals zu
erleichtern. In der erwarteten Lokalisation wurdgufen von 100um angelegt, um die
maximale Ausdehnung des Goniotomieareals sicheaufinflen. Es wurdenbn dinne
Schnitte angefertigt und auf beschichtete Objefeiréaufgezogen. Die Gewebeschnitte

wurden dann bei 3T in einem Warmeschrank mindestens 24 Stundendjeizt

Dann erfolgte die Deparaffinierung der SchnitteXitol fir 2 x 10 Minuten. Die Schnitte
wurden in einer absteigenden Alkoholreihe (96%, 9696, 70%, 50%, Aqua dest.;
jeweils 5 min.) rehydriert. Anschlieend erfolgtdie unten beschriebenen Farbungen. Die
Schnitte wurden dann mit einer aufsteigenden Alkelitee wieder dehydriert und fir 2 x
10 Minuten in Xylol Gberfuhrt. Danach erfolgte diersiegelung der Praparate mit dem
Eindeckmedium Cytoseal XYL (Microm) und Deckglasern
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2.4.1 Anilinfarbung

Die Anilinfarbung ist zur Darstellung des Bindegbd®s geeignet. Sie diente zum
Auffinden und der Orientierung innerhalb der Narlsm wurde an Hand der Anilin-
gefarbten Schnitte die Stufe mit der maximalen Asding des Goniotomieareals

gemessen und diese fur die weiteren Farbungen aéhbiie

Die Praparate wurden 3 Minuten in Anilinblau getannd anschliessend mehrfach mit

Aqua dest. gespult.

2.4.2 Hamatoxylin —Eosinfarbung

Die Hamatoxylin —Eosinfarbung dient der Darstelluran Zellkernen, Zytoplasma und
Bindegewebe. Sie wurde zur Ermittlung der Zelldicimi der Skleranarbe und in der
episkleralen Narbe genutzt. Auch das Ziliarkorpeheh das Ausmall der
Neovaskularisation und die Anzahl und Art der Imzellen konnten so untersucht

werden.

Zunachst erfolgte die Kernfarbung in Mayer's Hamaldtir 10 Minuten. Nach der
Spulung mit Aqua dest. wurden die Zellkerne in wanmLeitungswasser fur 10 Minuten
geblaut. Es folgte die Zytoplasmafarbung in Eosid% fir 3 Minuten und eine erneute

Spulung mit Aqua dest.

2.4.3 Van Gieson-Farbung

Die Van Gieson-Farbung wurde als Differentialfarpuar Darstellung von Kollagen und
Bindegewebe eingesetzt. In dieser Farbung konet®utihte der Extrazellularmatrix bzw.
die Durchlassigkeit der Narbe sehr gut dargestaliden. Das dichte, kollagenreiche
Narbengewebe wurde rot, das lockere durchlassigleeNgewebe gelb angefarbt. In
dieser Farbung war die Messung der verbliebeneer&kicke und des

Kammerwasseraustrittes moglich.

Erst wurden Weigerts Eisenhamatoxylin Lésung A Brel gleichen Teilen gemischt. Die
Praparate wurden 10 Minuten in der Losung beladdanh der Spilung mit Aqua dest.
wurden die Zellkerne in nicht destiliertem Wasser Raumtemperatur fir 10 Minuten

16



geblaut. Im Anschluss erfolgte die Farbung in P&dure fur 3 Minuten und eine erneute
Spulung mit Aqua dest.

Die Praparate wurden mit einem Mikroskop Leica DBO@ betrachtet. Die Bilder wurden
mittels der digitalen Kamera JVC KY-F75U photogrigpt)y auf den Computer Gbertragen
und mit dem Program Diskus Version 4.60.1766 degerreurbiros Hilgers,

Kdnigswinter, ausgewertet.

2.5 TUNEL-Reaktion zum Nachweis von Apoptose

Zum Nachweis von Apoptosen wurden die Gewebesehmit dem In Situ Cell Death
Detection Kit (TUNEL-Kit) der Firma Roche behandalind die Apoptosen mit
Fluorescein sichtbar gemacht. Das Kennzeichen gepi#se ist die DNA-Degradation.
Wahrend der Apoptose wird genomische DNA gespaltés. bilden sich sowonhl
Doppelstrang-DNA-Fragmente  mit  geringem  Molekulavight (Mono- und
Oligonukleotide), als auch DNA mit hohem Molekulewgcht nach Einzelstrang-Briichen
(,nicks®). Anhand ihrer freien 3'-OH-Termini konneatiese Briche im DNA-Strang durch
modifizierte Nukleotide in einer Enzymreaktion idiémiert werden. Die Terminale
Desoxynucleotidyl-Transferase (TdT) katalysiert dielymerisation von Fluorescein-
markierten Desoxyribonukleotiden an das 3'-OH Erdeaher wird die Methode TUNEL
(TdT-mediated dUTP-X nick end labeling) genarifi.
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3 Ergebnisse

3.1 In vitro- Versuch

3.1.1 Tenon-Scratch Versuch

Vor dem Tierversuch wurde der Effekt von Rapamyaiud Tenonfibroblastenin vitro
untersucht. Dazu wurde mit einem feinen Zellscha&estrichférmiger zellfreier Bereich
(Scratch) in einem Zellrasen von Tenonfibroblastes 80 -90% -iger Konfluenz
geschaffen. Unter normalen Bedingungen wird dieggze&lle Wunde innerhalb von 48
Stunden von den Randern her durch einwanderndeoli#émten geschlossen. In den

folgenden Abbildungen wurde die Wirkung von Rapamye verschiedenen Dosierungen
von 50 bis 1000ng/ml untersucht. Die Abbildunged.B1 wurden nach 48 Stunden
aufgenommen, die Abbildungen 3.1.1.2 nach 1 Woche.

Abb. 3.1.1.1: Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie Proliferation von Tenonfibroblasten im
Tenon-Scratch- Versuch nach 48 Stunden. Das B#a tihks zeigt die Kontrolle mit
DMSO, die weiteren Bilder zeigen eine Inkubatioh Rapamycin gelést in DMSO in
Dosierungen von 50-1000 ng/ml.
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Abb. 3.1.1.2: Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie Proliferation von Tenonfibroblasten im
Tenon-Scratch- Versuch nach einer Woche. Das Bithdinks zeigt die Kontrolle mit
DMSO, die weiteren Bilder zeigen eine Inkubatioh Rapamycin geldst in DMSO in
Dosierungen von 50-1000 ng/ml.

In den Abbildungen 3.1.1.1 zeigt sich ein dosisaliger Effekt auf die Proliferation von

Tenonfibroblasten unter der Inkubation mit Rapamytach 48 Stunden. Wéahrend in der
Kontrolle das ganze zellfreie Areal wieder mit Tefibroblasten besiedelt worden ist,
nimmt die Zelldichte in der Versuchsgruppe entspead den eingesetzten
Konzentrationen von Rapamycin ab. Unter der Inkobatmit Rapamycin in einer

Konzentration von 50ng/ml ist dieser Effekt nochrgleichsweise schwach, in einer
Konzentration von 100-500ng/ml deutlich sichtbar. der Dosierung von 1000ng/ml

zeigen sich zytotoxische Wirkungen auf die Tenawofitasten.

In den Abbildungen 3.1.1.2 wird die Zellkultur naeimer Woche abgebildet. Hier lassen
sich keine deutlichen Unterschiede der mit Rapampehandelten Tenonfibroblasten im
Vergleich zur Kontrolle ausmachen. In allen eingge® Konzentrationen und in der
Kontrolle war der zellfreie Scratch wieder mit Tefibroblasten besiedelt.
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3.2 In vivo- Versuch

3.2.1 Intraokularer Druck in Kaninchen (IOD)

Die Messungen des 10D sind in Abb. 3.2.1.1. zusangaksst. Der Gruppenvergleich
zeigte einen signifikanten IOD Unterschied am dnttpostoperativen Tag mit einem

niedrigeren mittleren 10D in der Rapamycin Gruppédst fiur verbundene Stichproben).

Mittlerer intraokularer Druck nach Filtrationschirurgie
in 12 Kaninchen
25,0
S 20,0
E —_
[
5 215,0 T ] .
% E T B Rapamycin
E E100 - l || @ ohne Rapamycin
Q
o
€ 50 —
0,0 -
3 11 19 28
Tage nach der Operation
T-Test 3.Tag 11. Tag 19. Tag 28. Tag
verb.Stichprobe p=0,0091 p=0,3044 p=0,4745 B311

Abb. 3.2.1.1: Messung des intraokularen DruckedemTagen 3,11,19 und 28 nach der Trabekulektomie.
Die rechten Augen (blau dargestellt) bekamen eirk@njunkivale Injektion von 20ug
Rapamycin

Eine erfolgreiche 10D Senkung im Verlauf (chirudisr Erfolg) wurde als Senkung des
IOD um 4mmHg oder mehr, ausgehend von einem Midglwor OP von 18,7 mmHg, der
IOD Messungen (n=72) an den unbehandglémchen (n=24) ergab. Das
einmalige Unterschreiten des 10D-Senkungsziels eat$ Therapieversagen gewertet.

sich aus

Mittels Kaplan-Meier Analyse wurde die rechnerisghderlebenszeit‘ der erfolgreichen
IOD Senkung nach Glaukomchirurgie fur die beidempgpen verglichen. Abb. 3.2.1.2

zeigt die graphische Darstellung der Uberlebengfan&n. Es ergaben sich mediane und
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mittlere geschatze Uberlebenszeiten wie in Tal@ikel.3 dargestellt. Die Unterschiede

zwischen Rapamycin und DMSO Kontrolle waren nidhatistisch signifikant (p = 0,72,
Log-Rank Test).

Uberlebensfunktionen
1,07 Gruppe
Kontrolle
=I"1Rapamycin
Kontrolle-zensiert
0,8 —+ Rapamycin-zensiert
=
k]
2 0,6
[
Q
e}
D
£ 047
=]
S - e————— s
0,27
0,0
T T T T T T
5 10 15 20 25 30
Tag

Abb. 3.2.1.2: Uberlebenskurve der Filtrationsoparat

Mittelwerte und Mediane fir die Uberlebenszeit

Mittelwerte Median
95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
Standard-
Gruppe Schatzer (fehler Untere GrenzqObere GrenzdSchatzer |Standardfehle| ntere GrenzObere Grenze
Kontrolle 20,000 2,222 15,645 24,355 19,000 (2,177 14,732 23,268
Rapamycin 20,667 [1,705 17,325 24,009 19,000 (2,177 14,732 23,268
Gesamt 20,333 (1,394 17,601 23,065 19,000 |1,540 15,982 22,018

a. Die Schatzung ist auf die langste Uberlebenbegjtenzt, wenn sie zensiert ist.

Abb. 3.2.1.3: Kaplan-Meier Schatzung der Uberlekeitrfolgreicher Filtrationschirurgie.
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3.3 Makroskopische Auswertung

Der Effekt von Rapamycin auf die Vernarbung des iGiomieareals wurde zunachst
makroskopisch untersucht. Abbildung 3.3.1 zeigtmagroskopische Bild der Narbe nach
filtrierender Glaukomchirurgie an den Augen eine®rdchstieres nach erfolgter
Enukleation. Das mit Rapamycin behandelte Augknks abgebildet, wahrend das andere
Auge als intraindividuelle Kontrolle rechts abgeletl ist. Exemplarisch wird hierbei das
Versuchstier 5 herangezogen. In Tabelle 3.3.2 dirdergebnisse der makroskopischen
Beurteilungen dargestellt. Es zeigte sich kein ilgnter Unterschied (Summe der

negativen gleich der Summe der positiven Range)scwein den mit Rapamycin

behandelten Augen im Vergleich zu der Kontrolle.

Tier 5

Rapamycin ohne Rapamycin

Abb. 3.3.1: Untersuchung des Effekts von Rapanaudidie makroskopisch sichtbare Vernarbung des
Goniotomieareals.
Linke Abbildung: + 2@y Rapamycin gel6st in 2p0PBS und 1% DMSO.
Rechte Abbildung: - Rapamycin, + 200°BS und 1% DMSO
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W Rapamycin
@ ohne Rapamycin
54

Anzahl der Augen

lucide, deutlich weiBlich, weile Narbe, kein
sichtbarer Skleradefekt noch Skleradefekt
Skleradefekt sichtbar sichtbar

Makroskopische Beurteilung der Narbe

Tab.3.3.2: Makroskopische Beurteilung des EffetsRapamycin auf die Vernarbung des
Goniotomieareals. (n=22)

3.4 Histologische Auswertung

Der Effekt von Rapamycin auf die Vernarbung des iGomieareals wurde histologisch
untersucht. Hierbei wurden verschiedene Paramegmbdachtet. Wie auch bei der
makroskopischen Untersuchung wird in den folgendlelbildungen das Versuchstier 5 als
Beispiel herangezogen. Da bei einem Auge die Narbérer maximalen Ausdehnung
nicht im histologischen Schnitt aufgefunden wurd@nnten somit die Daten des
korrespondierenden Auges ebenfalls nicht verwemgstden. Es wurde insgesamt ein

Kollektiv von 10 Tieren histologisch untersucht.

3.4.1 Skleradefekt

Der Skleradefekt wurde in den mit Anilin angefarbtBraparaten untersucht, wie in
Abbildung 3.4.1.1 exemplarisch abgebildet. Hienvarde die maximale Ausdehnung des
Goniotomieareals der mit Rapamycin behandelten Augé der denen der Kontrolle in
50facher Vergro3erung verglichen.
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Rapamycin ohne Rapamycin

Abb. 3.4.1.1: Untersuchung des Effekts von Rapanadidie maximale Ausdehnung des Skleradefektes.
Linke Abbildung: + 20g Rapamycin geldst in 208BS und 1% DMSO.
Rechte Abbildung: - Rapamycin, + 206°BS und 1% DMSO

Die von zwei Untersuchern unabhangig voneinandenegsenen Ergebnisse zeigt die
Tabelle 3.4.1.2. Der T-Test bei gepaarten Stichgmolergab keinen signifikanten
Unterschied. (T = 1,777, df = 10, Signifikanz (2tigg = 0,106).

180
1600 -
1400

10007

Skleradefekt [um]

8007 o

T T
Rapamycin ohne Rapamycin

Tab.3.4.1.2: Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie maximale Ausdehnung des Skleradefektes.
Linkes Balkendiagramm: + 209 Rapamycin geldst in 2p0PBS und 1% DMSO.
Rechtes Balkendiagramm: - Rapamycin, +/40BS und 1% DMSO
T=1,777, df = 10, Signifikanz (2-seitig) = 0,106
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3.4.2 Skleraliicke

Wahrend die Untersuchung des Skleradefektes in Afelinfarbung die maximale

Ausdehnung des noch erkennbaren Goniotomiearegte zerlaubte die Untersuchung der
Skleralticke in der van Gieson Farbung eine quad@dtinterscheidung des neu gebildeten
Narbengewebes. Die Abgrenzung des gelb gefarlieketen Bindegewebes von dem rot
angefarbten, dichten, kollagenreichen Bindegewebehte eine Untersuchung der nach
der Operation noch verbliebenen Skleraliicke moghgie in Abbildung 3.4.2.1 gezeigt,

konnte die maximale Ausdehnung des noch durchkissBindegewebes als Skleraliicke

gemessen werden.

Rapamycin ohne Rapamycin

Abb. 3.4.2.1: Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie maximale Ausdehnung der Sklerallicke.
Linke Abbildung: + 20g Rapamycin geldst in 208BS und 1% DMSO.
Rechte Abbildung: - Rapamycin, + 200°BS und 1% DMSO

25



1000 1000
800 800
E T
= . =
5 600 5 6007
4 -
2] 5]
[ [
9 400 @ 4007
x =
7] »
200 200
07 0

T T T T
Rapamycin ohne Rapamycin Rapamycin ohne Rapamycin

Tab.3.4.2.2: Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie maximale Ausdehnung des Sklerallicke in um.
Linke Abbildung: Untersucher 1, rechte Abbildungitersucher 2
Linkes Diagramm: + 2f)g Rapamycin gelést in 2@0PBS und 1% DMSO.
Rechtes Diagramm: - Rapamycin, + 200°BS und 1% DMSO.
Untersucher 1: T = 1,922, df = 10, Signifikanz @tg) = 0,084
Untersucher 2: T = 1,386, df = 10, Signifikanz @tig) = 0,196

Tabelle 3.4.2.2 zeigt die Ausdehnung der Skleralals Balkendiagramm. Bei beiden
Untersuchern gab es eine Tendenz zu einer grof@enalicke unter der Therapie von
Rapamycin. Allerdings zeigte sich eine grof3e Sclwagsbreite. Die Ergebnisse waren
statistisch nicht signifikant. (T-Test bei gepaar&tichproben: Untersucher 1: T = 1,922,
df = 10, Signifikanz (2-seitig) = 0,084 Untersucl2erT = 1,386, df = 10, Signifikanz (2-
seitig) = 0,196)
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3.4.3 Narbendicke

Als weiterer Indikator fur den Effekt von Rapamye@uof die Vernarbungsreaktion diente
die Narbendicke. Hierbei wurde die Narbendicke @n Mitte des Skleradefektes in den

histologischen Praperaten in der van Gieson FarpAinpildung 3.4.2.1) gemessen.

4 12007

600 1000 W13

3

IS
S
g

600

Narbendicke [um]
Narbendicke [um]

2007

3 8

T T T

T
Rapamycin ohne Rapamycin Rapamycin ohne Rapamycin

Tab.3.4.3.1 Untersuchung des Effekts von Rapanayfidie maximale Ausdehnung des Narbendicke in pum.
Linke Abbildung: Untersucher 1, rechte Abbildungitersucher 2
Linkes Diagramm: + 2f)g Rapamycin gel6st in 2p0PBS und 1% DMSO.
Rechtes Diagramm: - Rapamycin, + 200°BS und 1% DMSO.
Untersucher 1: T =-0,036, df = 8, Signifikanz @t&) = 0,972
Untersucher 2: T = 0,520, df = 10, Signifikanz @tg) = 0,614

Die Ergebnisse werden in den Balkendiagrammen bell@3.4.3.1 graphisch dargestellt.
Es waren keine signifikanten Unterschiede zwisclem mit und ohne Rapamycin
behandelten Augen ersichtlich. (T-Test bei gepaa8tchproben: Untersucher 1: T = -
0,036, df = 8, Signifikanz (2-seitig) = 0,972), ©@rducher 2: T = 0,520, df = 10,
Signifikanz (2-seitig) = 0,614) Bei zwei Augen wardie Ausdehnung der Narbendicke
von einem Untersucher als nicht verwertbar angesdbeses erklart die Diskrepanz der

Anzahl der Augenpaare zwischen beiden Untersuchern.
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3.4.4 Episklerale Zelldichte

Rapamycin ohne Rapamycin

Abb. 3.4.4.1: Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie episkleale Zelldichte
Linke Abbildung: + 20g Rapamycin geldst in 208BS und 1% DMSO.
Rechte Abbildung: - Rapamycin, + 20°BS und 1% DMSO

Bei der Untersuchung der episkleralen Zelldichterdeuimmer die Region mit der
hochsten Zelldichte im Bereich der episkleralen igaaufgesucht. Hierzu wurden HE
gefarbte histologische Praparate verwendet. Bezeidin angeschnittenen Muskelzellen
oder GefalRendothelzellen wurden dabei nicht berctakgt. Hierbei fielen deutliche

Unterschiede zwischen den mit Rapamycin behandeldegen im Vergleich mit der

Kontrollgruppe auf. Im Bildvergleich zeigte sicmeiniedrigere Zelldichte im Bereich der
episkleralen Narbe unter der Therapie mit Rapamyui@ aus der Abbildung 3.4.4.1 (200-
fache Vergrol3erung) ersichtlich ist.
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Tab.3.4.4.2 Untersuchung des Effekts von Rapanaytidie episklerale Zelldichte in Zellen g,
Linkes Diagramm: + 2f)y Rapamycin gel6st in 2p0PBS und 1% DMSO.
Rechtes Diagramm: - Rapamycin, + 200BS und 1% DMSO
Untersucher 1+2: T = -2,279, df = 10, Signifikargzgeitig) = 0,046

Das Areal mit der grofdten episkleralen Zelldichterade von beiden Untersuchern
gemeinsam definiert und mehrfach von beiden Untéiestn unabhéngig ausgezahit. Diese
Ergebnisse werden in Tabelle 3.4.4.2 als Balkemdragh dargestellt. Es zeigt sich eine
statistisch signifikante Verringerung der Zellzaimter der Behandlung mit Rapamycin.
(T-Test fur gepaarte Stichproben: Untersucher T+2: -2,279, df = 10, Signifikanz (2-
seitig) = 0,046).
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3.4.5 Sklerale Zelldichte

Rapamycin ohne Rapamycin

Abb. 3.4.5.1: Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie sklerale Zelldichte
Linke Abbildung: + 20g Rapamycin geldst in 208BS und 1% DMSO.
Rechte Abbildung: - Rapamycin, + 206°BS und 1% DMSO

Neben der episkleralen Zelldichte wurde auch digiGtemit der héchsten Zelldichte der
Narbe auf Skleraniveau aufgesucht. Hierzu wurdengdfarbte histologische Préaperate
verwendet. GefalRendothelzellen wurden nicht berclokgt. Hierbei fielen deutliche
Unterschiede zwischen den mit Rapamycin behandedegen im Vergleich mit der
Kontrollgruppe auf. So erschien die Zelldichte iner&ch der skleralen Narbe unter
Therapie mit Rapamycin erhoht, wie aus der Abbig8m.5.1 (400fache VergroRRerung)
ersichtlich ist.
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Tab.3.4.5.2 Untersuchung des Effekts von Rapanaytidie sklerale Zelldichte in Zellen pror®
Linkes Diagramm: + 2f)y Rapamycin gel6st in 2p0PBS und 1% DMSO.
Rechtes Diagramm: - Rapamycin, + 200BS und 1% DMSO.
Untersucher 1+2: T = 4,195, df = 10, Signifikanzg@itig) = 0,002

Das Areal mit der grof3ten Zelldichte wurde jewsits beiden Untersuchern gemeinsam
definiert und mehrfach von beiden Untersuchern bhéabig ausgezahlt. Diese Ergebnisse
werden in Tabelle 3.4.5.2 als Balkendiagramm daetjesEs zeigt sich eine statistisch
signifikante VergroRerung der Zellzahl unter deh&sdlung mit Rapamycin. (T-Test flr
gepaarte Stichproben: Untersucher 1+2: T = 4,185,1d, Signifikanz (2-seitig) = 0,002.
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3.4.6 Beschaffenheit der episkleralen Narbe

Die Beschaffenheit der episkleralen Narbe wurdedém HE gefarbten histologischen
Praparaten (Abb. 3.4.4.1) untersucht. Hierbei wulideQualitat der Narbe beobachtet, um
die Durchlassigkeit der Filtrationszone auf dieseei8® einzuschatzen. Bei beiden
Untersuchern zeigte sich eine signifikant verribge¥ernarbungsreaktion unter der
Therapie von Rapamycin. (Wilcoxon Test: Beschafénihder episkleralen Narbe

Untersucher 1: Asymptotische Signifikanz (2-seitgp09 Z= -2,598 , Untersucher 2:
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) 0,009 Z= -283%0 war die Zelldichte niedriger, die

Extrazellularmatrix weniger dicht oder die Narbeetos aufgelockert im Vergleich zu
einer erhohten Zelldichte, einer dichteren Extdataimatrix oder einer kompakten Narbe
in der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse beider Unieher werden in der Tabelle 3.4.6.1
graphisch dargestellt.
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Tab.3.4.6.1 Untersuchung des Effekts von Rapanayfidie Beschaffenheit der episkleralen Narbe
Linkes Diagramm: Untersucher 1, rechtes Diagrammteadsucher 2
Untersucher 1: Asymptotische Signifikanz (2-se@i@09 Z= -2,598
Untersucher 2: Asymptotische Signifikanz (2-se@i@09 Z= -2,598
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3.4.7 Leukozytare Infiltrate

Um die Immunreaktion nach der filtrierenden Glaukbirurgie zu beobachten, wurden
die histologischen Schnitte in der HE Farbung (ABl4.4.1 und 3.4.5.1) auf Zellen des
innaten und adaptiven Immunsystems durchsucht. WieHand der Tabelle 3.4.7
ersichtlich ist, zeigten sich keine signifikantenterschiede zwischen den mit Rapamycin

behandelten Augen und der Kontrollgruppe bei beldetersuchern.
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Makrophagen Makrophagen
leukozytire Infiltrate leukozytare Infiltrate

Tab.3.4.7.1 Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie leukozytaren Infiltrate
Linkes Diagramm: Untersucher 1, rechtes Diagrammtedsucher 2
Untersucher 1: Asymptotische Signifikanz (2-se@i@p6 Z= -0,849
Untersucher 2: Asymptotische Signifikanz (2-se@igp5 z=-0,378
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3.4.8 Narbe in der van Gieson Farbung

Rapamycin ohne Rapamycin

Abb. 3.4.8.1: Untersuchung des Effekts von Rapanadidie Narbe in der van Gieson Farbung
Linke Abbildung: + 20g Rapamycin geldst in 208BS und 1% DMSO.
Rechte Abbildung: - Rapamycin, + 206°BS und 1% DMSO

Die Abbildung 3.4.8.1 zeigt die Narbe nach filtéeder Glaukomchirurgie mit und ohne

Applikation von Rapamycin in der van Gieson FarbubDgese Farbung ermdoglicht eine

gualitative Unterscheidung des neu gebildeten Neybeebes. So lasst sich das gelb
gefarbte, lockere Bindegewebe gut von dem rot a@mgefn, dichten, kollagenreichen

Bindegewebe differenzieren und somit die Narbenipigd untersuchen. Wie aus der

Tabelle 3.4.8.2 ersichtlich ist, zeigt sich beidasi Untersuchern eine Tendenz zu einer
geringeren Vernarbungsreaktion unter der Therapie Rapamycin, die aber statistisch

nicht signifikant ist. Im Wilcoxon Test ergab siélr Untersucher 1 eine asymptotische
Signifikanz (2-seitig) von 0,257 Z=-1,134, fur @rducher 2 von 0,14 Z= -1,474.
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Tab.3.4.8.2 Untersuchung des Effekts von Rapanayfidie Narbe in der van Gieson Farbung
Linkes Diagramm: Untersucher 1, rechtes Diagrammteadsucher 2
Untersucher 1: Asymptotische Signifikanz (2-sellig@b7 Z=-1,134
Untersucher 2: Asymptotische Signifikanz (2-selligy Z=-1,474

3.4.9 Kammerwasseraustritt

Entscheidend fiir den Therapieerfolg in der Glaukumcgie ist das Fortbestehen der
Durchlassigkeit der Filtrationszone. Diese wurdedér van Gieson Farbung untersucht.
Der Kammerwasseraustritt imponiert dabei sowohlpaslsudozystoide Auflockerung des
Bindegewebes, wie auch als flachige Abhebung deklepalen Narbengewebes. Dieses
wird auf den histologischen Schnitten der Abbildudg.8.1 deutlich. Bei dem mit
Rapamycin behandelten Auge sieht man eine pseumidys Auflockerung auf
Skleraniveau, sowie eine ansteigende flachige Alahglies episkleralen Narbengewebes.
In der Tabelle 3.4.9.1 werden die Ergebnisse gsaphdargestellt. Unter der Behandlung
mit Rapamycin zeigt sich eine vermehrte Zystenmitguwahrend in der Mehrzahl der
Augen der Kontrollgruppe kein Kammerwasseraugtitthtbar war. Die Ergebnisse beider
Untersucher sind statistisch signifikant. Der WXon Test zeigte fur Untersucher 1 eine
asymptotische Signifikanz (2-seitig) von 0,04, 25058, fur Untersucher 2 von 0,004 Z= -
2,913
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Tab.3.4.9.1 Untersuchung des Effekts von Rapanayfiden Kammerwasseraustritt
Linkes Diagramm: Untersucher 1, rechtes Diagrammtedsucher 2
Untersucher 1: Asymptotische Signifikanz (2-selli@¥, Z= -2,058
Untersucher 2: Asymptotische Signifikanz (2-selli@04 Z=-2,913

3.4.10 Gefasse im Narbenareal

Rapamycin ohne Rapamycin

Abb. 3.4.10.1: Untersuchung des Effekts von Rapanayt die Neovascularisation
Linke Abbildung: + 20g Rapamycin geldst in 208BS und 1% DMSO.
Rechte Abbildung: - Rapamycin, + 200°BS und 1% DMSO

36



Der Effekt von Rapamycin auf die Neovaskularisatnrde in den HE gefarbten
Schnitten untersucht, wie in der Abbildung 3.4.1Qdzeigt. Bei beiden Untersuchern
zeigte sich eine physiologische Vaskularisierurgylbichte Neovaskularisation unter der
Behandlung der Augen mit Rapamycin, wahrend beKaertrollgruppe leichte und starke
Neovaskularisationen deutlich haufiger auftrateie. Exrgebnisse dieser Untersuchung sind
in Tabelle 3.4.10.2 dargestellt. Die Inhibitionr ddeovaskularisation war statistisch
signifikant. Der Wilcoxon Test ergab fur Untersaci eine asymptotische Signifikanz

(2-seitig) 0,05, Z=-1,96, fur Untersucher 2 vo@2a, Z=-2,236.
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GefaRe im Narbenareal GefaRe im Narbenareal

Tab.3.4.10.2 Untersuchung des Effekts von Rapanaydidie Neovascularisation
Linkes Diagramm: Untersucher 1, rechtes Diagrammteadsucher 2
Untersucher 1: Asymptotische Signifikanz (2-se@i@p, Z=-1,96
Untersucher 2: Asymptotische Signifikanz (2-se@i@p5, Z=-2,236
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3.4.11 Ziliarkorpertoxizitat

Rapamycin ohne Rapamycin

Abb. 3.4.11.1: Untersuchung des zytotoxischen &ffedn Rapamycin das Ziliarkérperepithel
Linke Bildhalfte: ipsilateral im Bereich des Goroatieareals
Rechte Bildhélfte: kontralateral des Goniotomiedsea
Linke Abbildung: + 20g Rapamycin geldst in 208BS und 1% DMSO.
Rechte Abbildung: - Rapamycin, + 200°BS und 1% DMSO

Die zytotoxischen Effekte von Rapamycin auf dasadibrperepithel wurden an Hand der
histologischen Schnitte in HE Farbung in 200-fackergré3erung untersucht, wie auch in
Abb. 3.4.11.1 dargestellt. Hierbei wurde sowohl dasithel in direkter Nahe zum

Goniotomieareal untersucht (linke Bildhalfte), asich das Epithel im Bereich des
gegenuberliegenden Poles (rechte Bildhalfte). Htester direkte Effekt des Rapamycins
im Applikationsgebiet, sowie die Wirkung vermitteliber eine Diffusion dargestellt

werden. Wie auch in der Abb. 3.4.11.1 gezeigt, wdene zytotoxischen Effekte auf das
Ziliarkorperepithel in allen untersuchten Augerhséar.
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3.5 TUNEL-Reaktion zum Nachweis von Apoptose

In der TUNEL-Reaktion zeigten die untersuchten PBrolkkeine positiven Apoptose
Befunde. Allerdings war neben der positiv Kontrqll2BNA'se Verdau) auch die negativ
Kontrolle (idem ohne DNA’se) ein positives Signsd dass die Aussagekraft des Testes
unsicher ist. Auf Grund einer Fehlfunktion der Fleszenzkamera sind keine auswertbaren
Bilder verfiigbar. Da alle Augen bereits in Formalglé Gberfihrt worden waren, war auch
eine elektronenmikroskopische Untersuchung der #&gsgpnicht moglich. Daher wurde
die Beurteilung der apoptotischen Aktivitat ausmddlich auf lichtmikroskopische

Auswertungen gestutzt.
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4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung deselgffs von Rapamycin auf die
postoperative Vernarbung in der Glaukomchirurgieertl wurde zunachsh vitro eine
wirksame Konzentration von Rapamycin ermittelt. Dawurde die Wirkung von
Rapamycin im Kaninchenmodell zur filtrierenden Gdamnchirurgiein vivo untersucht.
Als Kontrolle des klinischen Erfolges diente die 3deng des intraokularen Druckes. In
den folgenden makroskopischen und histologischetersunchungen wurden die Effekte

von Rapamycin auf die Narbenbildung untersucht.

4.1 Methodische Problematik

4.1.1 In vitro Versuch

4.1.1.1 Zellkultur

Im in vitro Versuch wurden primare humane TenonfibroblastemtgénDie Verwendung
von humanen Zellen ermdglicht bereits eine ersterphiifung der Wirksamkeit von
Rapamycin als therapeutisches Agens. Bei dem T&gostch Versuch handelt es sich um
ein  etabliertes  Verfahren, welches bereits in  Menridfichungen der
Universitatsaugenklinik Kdln beschrieben wurde.iSaler Versuchsaufbau analog zu den
Versuchen der zellularen Photoablatidh und weiteren Proliferationshemmern der
Tenonfibroblastefi*®>  Es zeigte sich eine deutliche Proliferationshemgn der
Tenonfibroblasten unter der Zugabe von 100-500ngRalpamycin, wahrend eine
Inkubation mit 1000ng/ml eine zytotoxische Wirkuhgtte. Der antiproliferative Effekt
war nach 48 Stunden deutlich sichtbar. Nach eineclW zeigte sich kein Unterschied zur
Kontrollgruppe mehr. Die in vitro Versuche zeigi@so einen dosis- und zeitabhangigen
Effekt von Rapamycin auf Tenonfibroblasten undfelieen die Grundlage fir die

folgendenin vivo Versuche.

4.1.2 In vivoVersuch

Bei der Auswahl der Versuchstiere wurde auf dasnpigtierte Kaninchen (pigmented
Chinchilla bastard) zurtickgegriffen. Es handelhsien ein Tier, dass bei Versuchen am

40



Auge international eingesetzt wird. Durch die gré®mlichkeit des Kaninchenauges mit
dem humanen Auge sind die gewonnenen ErgebnisséeauMenschen ubertragbar und
bieten somit eine gute Grundlage fir einen spater@glichen Einsatz des untersuchten
Pharmakons beim Menschen. Es wurde auf ein berei&bliertes Tiermodell
zuriickgegriffe®®  Die filtrierende  Glaukomchirurgie wurde als ungekte
Goniotrepanation durchgefiihrt um reproduzierbarer@ponsergebnisse — insbesondere
einen identischen Durchmesser - zu erzielen. Swmit eine vergleichende quantitative
Untersuchung der histologischen Praparate modghad Operation wurde bei allen Tieren
von einem erfahrenen Glaukomchirurgen verblindethlgefuhrt. Der Stichprobenumfang
von 11 Tieren war hinreichend, da eine intraindielte Kontrolle der Wirksamkeit Gber
das Partnerauge erfolgte. Bei jeder Untersuchurtglebenden Tieren ist eine gewisse
Schwankungsbreite der Wirkung des Medikaments asf@ewebe gegeben. Gleichzeitig
lassen sich statistisch gesicherte Aussagen firlgingrof3ere Versuchstiergruppen wurde

zur Schonung von Versuchstieren zum derzeitigetpdekt verzichtet.

4.1.2.1 Druckmessung

Durch Messung des Augendruckes sollte der EffektRapamycin auf die Uberlebenszeit
des Filterkissens klinisch untersucht werden. Des$ling des intraokularen Druckes fand
unter der Verwendung von Lokalanésthetikum stait,die Beeinflussung der Ergebnisse
durch Stress der Tiere (Kreislauf, Lidspannung)etringern. Allerdings handelt es sich
hierbei um einen systematischen Fehler, der beildendurchgefihrten intraindividuellen
Vergleich (gepaarte Stichproben) kaum zur Geltumgikt.

4.1.3 Makroskopie

Bei der makroskopischen Untersuchung der Vernadmaagtion nach der
Glaukomchirurgie handelt es sich um ein wenig s$mses Verfahren. Insbesondere die
kleinen Ausmasse des OP Areals machten eine Aussageden Effekt von Rapamycin

auf die Vernarbung nicht mdglich.

4.1.4 Histologie

Bei der Histologie handelt es sich nach wie vorden Goldstandard zur morphologischen

Auswertung. Nichts desto trotz ist eine gewisse etiicherabhangigkeit vorhanden.
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Durch eine Maskierung bei der Untersuchung konmsedallerdings vermieden werden.
Bei den histologischen Untersuchungen wurde aufLafmor etablierte Standardfarbungen

zuruckgegriffen, um eine hohe VergleichbarkeitwlEnschiedenen Préparate zu erreichen.

4.1.5 TUNEL-Assay

Mit Hilfe des TUNEL Assay sollten apoptotische £Zelldargestellt werden. Leider machte
die starke Autofluoreszenz auch in der Negativiall® eine Abgrenzung von vitalen und
apoptotischen Zellen unmoglich. Auf Grund der Ethlogy der Augen in Formaldehyd
war auch keine elektronenmikroskopische Untersughder Apoptose mehr mdglich, so
dass die Untersuchung der Zytotoxizitat von Rapamylein auf die histologische

Auswertung gestutzt werden musste.

4.2 Eigenschaften von Rapamycin

Rapamycin ist ein weil3er, kristalliner Feststofft minem Schmelzpunkt von 185.
Strukturell handelt es sich um ein lipophiles casiddisches lakton-laktam
Makrolidantibiotikum, welches sich in den meisterganischen L&sungsmitteln l6sen
lasst. Allerdings ist es nahezu unléslich in Was8eEin weiteres Problem ist die
Instabilitdt des Wirkstoffs. So handelt es sich BRgpamycin um eine hydrolysierte,
oxidierte Verbindung, die unter Lichtexposition fadisgefahrdet ist® Die
pharmakologischen Eigenschaften von Rapamycin riabse heute nur eine systemische
Applikation zu. Die relative Bioverfligbarkeit voraRamycin ist bei oraler Gabe mit etwa
15% sehr gering. Die Spitzenkonzentration wird rhaéb einer Stunde bei 70% der
Patienten erreicht und die Halbwertszeit ist mit565tunden relativ lang™*>%11%2
Rapamycin wird in verschiedene Organe und Gewehteikeund hat ein grofes
Verteilungsvolumen von 7 — 15 L/kg. Das geringerdpeutische Fenster zwischen
erwunschter Wirkung und unerwlnschter Toxizitat hat einer regelmalligen

Uberwachung des Wirkstoffspiegels (Monitoring) itinlschen Alltag gefiihrf’
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4.3 Wertung der Ergebnisse im Kontext der aktuellen Lieratur

Im in vitro Versuch wurde der Effekt verschiedener DosierungemRapamycin auf den
Wundverschluss untersucht. Anhand des vivo Versuches wurde der Effekt von
Rapamycin auf die Vernarbungsreaktion und den oktukaren Druck nach einer
Trabekulektomie untersucht. Hier standen vor alleshie antifibrotischen,
immunsuppressiven und antiangiogenetischen Eigeftech im Vordergrund. Weitere
Aspekte waren die Untersuchung der Zytotoxizitdtpwise der Einfluss der

Applikationsform zur Erzielung des gewlnschten E#s.

4.3.1 Antifibrotische Eigenschaften

Um den Wundheilungsprozess zu simulieren wurde iremdin vitro
Versuch eine artifizielle Lasion in der einschigetn Zellkultur erzeugt und die Migration
von Tenonfibroblasten untersucht. Es zeigte sicte @losisabhangige Wirkung auf die
Migration der Tenonfibroblasten ohne sichtbare Zw&t bei Konzentrationen von 100-
500mg/ml. Die Ergebnisse dasvitro Versuchs decken sich auch mit den beschriebenen
Effekten auf die Inhibition der Migration durch L@d 100mg/ml Rapamycin in HUVEC
und glatten Muskelendothelzelléi® Die FGR (fibroblast growth factoB) stimulierte
Proliferation von Fibroblastehkann durch Rapamycin ebenfalls inhibiert werden.

Die Untersuchung der histologischen Schnitte eegghe signifikant verringerte Zellzahl

im Bereich der episkleralen Narbe unter der Behargllmit Rapamycin. Bei der
Untersuchung der Beschaffenheit der episkleralerbélaeigte sich auch eine signifikant
verringerte Vernarbungsreaktion mit einer wenigeichtén Extrazellularmatrix,
niedrigeren Zelldichte oder einer 6dematds aufdeliden Narbengewebe als in der
Kontrollgruppe. Dieses korreliert mit der bescheeén Inhibition der Kollagensynthese
durch Rapamycin, welchia vivo in der kutanen Wunde der Ratte nachgewiesen werden
konnte’®* Bei der Untersuchung der Zelldichte auf Skleraaive haben wir
interessanterweise eine signifikante Zunahme ddizaté¢ in den mit Rapamycin
behandelten Augen feststellen kbnnen. Ein vergbaictr Effekt ist in der Literatur bisher

nicht beschrieben worden.
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4.3.2 Immunsuppressive Eigenschaften

Um die immunsuppressiven Eigenschaften von Rapamzwi beobachten, wurden die
histologischen Praparate auf leukozytare Infiliratavie Zellen des innaten und adaptiven
Immunsystems durchsucht. Auch wenn sich eine Tendea einer geringeren
Immunantwort zeigte, so war diese nicht statistisigmifikant. Diese Tendenz deckt sich
mit den in der Literatur beschriebenen Effekten Rapamycin. So ist die antiproliferative
Wirkung von Rapamycin auf T- und B-Lymphozyten bahka Die Aktivierung dieser
Zellen konnte durch die Inkubation mit Rapamycimemmt werderl?> Auch wurde die
AbstoRungsreaktion eines Corneatransplantates imnklaenmodell unter der Therapie
mit Rapamycinaugentropfen deutlich verlangéft.

4.3.3 Antiangiogenetische Eigenschaften

In unseren Versuchen zeigte sich eine Inhibitiom Neovaskularisierung unter der
Behandlung mit Rapamycin. Dieses Ergebnis istsdisth signifikant und deckt sich mit

den in der Literatur beschriebenen Veroffentlichemg der Augenheilkunde.

So zeigte sich eine deutliche Verringerung der Mdskularisation der Cornea im
Mausmodell nach einer Veratzung mit NaOH, die wetineglich durch die Inhibition von
VEGF vermittelt wird. Rapamycin wurde in einer Darsing von 2mg/kg Korpergewicht

intraperitoneal applizierf

Diese antiangiogenetische Wirkung wurde auch beilbotransplantat der Cornea der
Ratte beschrieben. Eine intramuskulare Injektiom v@ng und 4mg Rapamycin pro
Kilogramm Kérpergewicht tGber 25 Tage fiihrte in legidsruppen zu einem signifikanten

Unterschied zur Vergleichsgruppe bis zum 62. pastjven Tag®.

Sowohl im Mausmodell der altersabhéngigen Makuladegation (AMD) und der
Frihgeborenenretinopathie (ROP) konnte eine Inbibider Neovaskularisation durch
Rapamycin erreicht werden. Auch hier zeigte sichin kéJnterschied bei der
intraperitonealen Gabe in zwei Dosierungen von 2 umgl 4mg pro Kilogramm

Koérpergewichf®
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4.3.4 Einfluss von Rapamycin auf den intraokularen Druck

In unserem Versuch haben wir eine subconjunktivilgktion mit Rapamycin
durchgefuhrt. Als Verlaufsparameter wurde der wkrdare Druck gemessen. Die mit
Rapamycin behandelten Augen zeigten am 3. postiypmmaTag einen signifikant
niedrigeren intraokularen Druck als die jeweiligeKontrollaugen. In den
Augendruckmessungen zu spateren Zeitpunkten |@f ksin statistisch signignifikanter
Unterschied zwischen dem behandelten und den unbdeli@n Augen ausmachen. Die
Senkung des intraokularen Druckes lasst auf eifegegiche Inhibition der Vernarbung
des Goniotomieareals schliessen, die aber zeltiruhert ist. Ein solcher Effekt ist in der
Literatur bisher nicht beschrieben worden. Bei dbrtersuchung der histologischen
Praparate auf den Kammerwasseraustritt - also asf ldstologische Korrelat einer
erfolgreichen Glaukomoperation - konnten wir ebbsfaine signifikant vergolRerte
Durchlassigkeit der Filtrationszone nachweisensBseunterstiitzt somit unsere klinischen
Ergebnisse.

4.3.5 Einfluss von Applikationsort, Applikationsform ugplikationsdauer

In unseren Versuchen wurde Rapamycin im Rahmerfilterenden Glaukomoperation

subconjunctival appliziert und flihrte zu einer &gfeichen Drucksenkung nach 3 Tagen.
Fur die zeitliche Limitierung kommen verschiedenarigblen in Frage. Dazu gehdren
neben den biochemischen Eigenschaften von Rapanawth die Konzentration des
Wirkstoffs, die Applikationsform, der Applikationdaind die Applikationsdauer.

Die Anwendung von Rapamycin am Auge ist durch séilmehemischen Eigenschaften
erschwert. Zum einen konnte die Photosensitivitit Rapamycin zu einer Degradation
unter dem Lichteinfall im Auge filhréR.Zum anderen handelt es sich bei Rapamycin um
ein lipophiles Medikament, welches sich schlechtKammerwasser verteilt. In einem
aktuellen in vitro Versuch konnten allerdings keine signifikanten dssthiede der
Konzentrationen von Rapamycin ohne und mit Lichtestjion in einem Zeitraum von 90
Tagen erzielt werden. Bedeutender scheint da diaggeLoslichkeit im Kammerwasser
zu sein, die gemeinsam mit dem grol3en Turn-Over KlEeamerwassers zu geringen

Konzentrationen und inkonsistenten Ergebnissenign/@rsuch gefiihrt habéh.
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Eine weitere Variable ist die verwendete Dosis Wéskstoffs. Analog zu den bereits
beschriebenen intraokularen Dosen von Rapamycikaminchen von 20 bis 1000 {fg

bzw. 500pd3* wurden hier 20 pug subconjunktival appliziert.

Auch die Applikationsform und der Applikationsogislen eine wichtige Rolle. So fuhrte
die subconjunktivale Injektion von 10mg Rapamyam Pferdeauge weder nach 7 noch
nach 21 Tagen zu einem nachweisbaren Medikamemégetpim Kammerwasser.
Intravitreale  Injektionen von 5mg und 10mg Rapamycifuhrten zu
Kammerwasserkonzentrationen von mehr als 15 ngaahleureichten somit therapeutische
Level. *! Eine weitere Mdglichkeit ist die topische Applilat von Rapamycin. So konnte
die Abstol3ungsreaktion eines Corneatransplantates Kaninchenmodell unter der
Therapie mit Rapamycinaugentropfen deutlich vesdingind die Neovaskularisation
verringert werden™*? Durch eine nichtinvasive und einfach anzuwendéFtugrapie ist so
auch eine langere Applikationsdauer zu erreichdlerdings lielRen sich auch hier keine
Medikamentenspiegel im Kammerwasser nachweisere Bimge Applikationsdauer und
gleichzeitig eine wirksame intraokulare Rapamycmdentration lassen sich hingegen
durch ein implantierbares DDS (drug delivery sygtemeichen. Rapamycin-DDS systeme
konnten in Kaninchen die Abstol3ung und der NeoMasisierung von allotransplantierten
Hornh&uten inhibieren. Dabei blieben 8 von 10 Tptargaten Uber einen Zeitraum von 90
Tagen klar, wahrend sich unter der Therapie mitaReyzin-Augentropfen nach 30 Tagen
eine Abstol3ungsreaktion zeigte. Zur HerstellungRieS wurden hier 0,5 mg Rapamycin
an den Carrier PGLC (glycoglide-co-lactide-caprtiae copolymer) gebunden und in
Filme von 3 x 1 x 0,5 mm gepresst und implantiéreé mit der Spaltlampe makroskopisch
sichtbare Biodegradation mit kontinuierlicher Widd$freisetzung war nach 120 Tagen

abgeschlosseli!

Um den deutlichen Effekt von Rapamycin auf denawkularen Druck nach 3 Tagen zu
prolongieren wére also eine mehrmalige subconjualdilnjektion denkbar. Eine weitere
Moglichkeit eine konstante Applikation durch ein BDwelches im Rahmen der

Trabekulektomie in die Vorderkammer eingebrachtdsarkénnte.
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4.3.6 Zytotoxizitat und Apoptose

Eine bedeutende Rolle fir den Einsatz von Rapamgadier Glaukomchirurgie spielt auch
das Nebenwirkungsprofil. In der Zellkultur zeigtehs bei Konzentrationen von 50-
500ng/ml kein Anhalt fur Zytotoxizitat. Erst bener Konzentration von 1000ng/ml zeigte
sich eine Steigerung des Zelluntergangs. Die alifprativen Effekte zeigten sich bereits
bei einer Konzentration von 100ng/ml. Entsprechetes Verteilungsvolumens des
Kammerwassers wurden 20ug Rapamycin pro Kaninclyenaeingesetzt. Bei der
histologischen Untersuchung lag unser besondergemuerk auf der Untersuchung des
Ziliarkorperepithels. Auch bei diesem sehr empicitdén Epithel lieRen sich keine
Anzeichen der Zytotoxizitdt ausmachen. Dieses eictgpden aus der Literatur bekannten
Ergebnissen. So zeigten sich bei der intravitreAlemabreichung von Rapamycin im
Kaninchen bei einer intraokularen Dosis von 20 @L0§ keine histologischen Anzeichen
von Toxizitdt in einem Zeitraum von 14 Tad@nDie Hornhaut war klar und
Hornhautepithel wie Endothel vital. Die Linse watakt und die Netzhaut ohne Zeichen
einer DegeneratiSA Auch beim Pferd wurden keine Hinweise auf Toxizigefunden.
Hierbei wurden — angepasst an das 25fach gréRdreréo des Bulbus im Vergleich zum
Kaninchen — eine Dosis von 5 und 10mg Rapamycinokbvintravitreal, wie auch
subconjunktival gegebeh.

Mit der TUNEL-Reaktion sollte die Wirkung von Rapgem auf die Apoptose untersucht
werden. Leider war auf Grund einer deutlichen Niggantrolle keine sichere Aussage zu
treffen. Bei einer Dbereits erfolgten Einbettung iformaldehyd war eine
elektronenmikroskopische Untersuchung der Apoptoskt moglich. Die Untersuchung
musste somit auf der Grundlage der histologischépdrate erfolgen. Hier zeigte sich
keine gesteigerte Apoptoserate. Derzeit wird dideRan Rapamycin auf die Apoptose in
der Literatur kontrovers diskutiert. Interessahtisbei die Induktion der Autophagie durch
Rapamycin. Bei der stressinduzierten Autophagiedélnes sich um eine schitzende
Reaktion der Zelle. Im Falle von Rapamycin schdietinduktion der Autophagie fur die
antitumor- und neuroprotektiven Effekte mit veraottlich zu seirf? **’ Allerdings kann
eine exzessive Autophagie zum Zelltod fuhren. $o &g eine direkte Beziehung zwischen
Autophagie und Apoptos&! Es wird aber auch eine direkte Wirkung auf die JNK
Signalweg-vermittelte Apoptose uber die Inihibitioon mTor durch Rapamycin

beschriebef® Im in vitro Experiment mit Rapamycin zeigte sich eine dosidablye
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Zunahme der apoptotischen Zellen von 1,9fach (IBhg/2,1fach (100ng/ml) bis
2,6fach(1000ng/ml¥?

4.4 Weitere mogliche Untersuchungen

Unsere Ergebnisse zeigten eine erfolgreiche posttpe Drucksenkung. Allerdings war
dieser Effekt zeitlich limitiert. Dieser Senkung sdentraokularen Drucks liegen
vorwiegend die antifibrotischen Eigenschaften vorap&nycin zu Grunde. In
weiterfihrenden Untersuchungen kénnte eine and@m@ikationsart verwendet werden
um diesen Effekt zu prolongieren. Es ware eine mahge subconjunktivale Injektion
maoglich, um einen Wirkspiegel von Rapamycin Ubeneni langeren Zeitraum
sicherzustellen. Eine andere Moglichkeit wéare deswéndung eines konstant eluierenden
DDS, welches im Rahmen der Goniotomie eingebracktden konnte. Hier kdnnten
konstante Wirkspiegel Uber einen langen Zeitraumeobrneute Intervention erreicht
werden. In unseren Untersuchungen zeigten sictek&ytotoxizitat und keine Steigerung
der Apoptoserate. Dennoch ware eine elektronensitlqische Untersuchung des
Ziliarkorperepithels winschenswert, um - auch aeker Ebene - einen Vergleich mit
Mitomycin C, dem derzeitigen Goldstandard in deadkbmchirurgie, herzustellen. Bei
den mit Mitomycin C behandelten Augen zeigten diwkische Verdnderungen in Form
eines Verlustes der apikalen Mikrovilli, einer Biltg intrazellularer Vakuolen und einer
Lyse des Ziliarkdrperepithels und stromaler Fibasbén*?®. Ein bisher noch unbekannter
Effekt von Rapamycin ist die signifikante Erhohunigr Zellzahl im Rahmen der
Vernarbungsreaktion auf Skleraniveau. Dieser Effadlite Gegenstand weiterer

Forschung sein.

48



5 Zusammenfassung

Zielsetzung der Arbeit war die Untersuchung deselEff von Rapamycin auf die
postoperative Vernarbung in der Glaukomchirurgiazldbwurde zuné&chst in der Zellkultur
mit humanen Tenonfibroblasten eine wirksame anlifprative Konzentration von
Rapamycin gefunden. Im folgenden Tierversuch wur@ignKaninchen untersucht. An
beiden Augen wurde eine filtrierende Glaukomchireirdurchgefuhrt. Im Rahmen der
Operation wurde bei den rechten Augen Rapamycitcaybnktival appliziert, wahrend
die linken Augen als Kontrollgruppe fungierten. Algische Verlaufskontrolle diente die
Messung des intraokularen Druckes im Verlauf vonTagen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde nach erfolgter Enukleation die makroskopiachend histomorphologischen
Veranderungen der mit Rapamycin behandelten Augetersucht und mit den
unbehandelten Kontrollaugen verglichen. Hierbeidea vor allem die antiproliferativen,
die antiangiogenetischen und immunsuppressiven nEapaften von Rapamycin
untersucht. Es zeigte sich eine signifikante Vegeming der Zellzahl in der episkleralen
Narbe und eine signifikant verringerte Vernarbuaggtion mit einer weniger dichten
Extrazellularmatrix, niedrigeren Zelldichte oder n@in 0dematts aufgelockerten
Narbengewebe im Vergleich mit der Kontrollgruppeied® antiproliferativen Effekte
bilden die Basis flur einen erfolgreichen Einsata ®apamycin in der Glaukomchirurgie.
Interessanterweise fanden wir auf Skleraniveauneer@gegengesetzten Effekt im Sinne
einer signifikanten Zunahme der Zellzahl. In unseXersuchen zeigte sich auch eine
signifikante Inhibition der Neovaskularisierung @ntder Behandlung mit Rapamycin,
wahrend die Untersuchung der immunsuppressivennEaipaften von Rapamycin keine
signifikanten Unterschiede offenbarte. Die lichtmkopische Untersuchung zeigte
keinen Anhalt fur Ziliarkorpertoxizitat unter derh@rapie mit Rapamycin. Bei der
Untersuchung der histologischen Praparate auf danrkerwasseraustritt - also auf das
histologische Korrelat einer erfolgreichen Glauk@a@tion — konnte eine signifikant
vergrolRerte Durchlassigkeit der Filtrationszone hgagviesen werden. Dieser Effekt
konnte bei der Untersuchung des intraokularen DBruakich klinisch nachgewiesen
werden. So zeigten die mit Rapamycin behandeltegeAwam 3. postoperativen Tag einen
signifikant niedrigeren intraokularen Druck als deweiligen Kontrollaugen. In den
Augendruckmessungen zu spateren Zeitpunkten lg3k&in Unterschied zwischen dem
behandelten und dem unbehandelten Auge mehr ausmadbie Senkung des

intraokularen Druckes lasst auf eine erfolgreichehildition der Vernarbung des
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Goniotomieareals schliessen, die aber zeitlichtiartiist. Ein solcher Effekt ist in der
Literatur bisher nicht beschrieben worden. Auf dieBasis kann eine Prolongation dieser
Wirkung durch eine verédnderte Applikationsform odgpplikationsdauer in weiteren

Untersuchungen uberpruft werden.
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