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1. Einleitung — Das Glaukom

Das Glaukom (griech. glaukos = graublau), auctgdlser Star bekannt, ist eine der haufigs-
ten Erblindungsursachen weltweit. Diese chronisygi@diente Augenerkrankung fuhrt zu

einer langsam fortschreitenden BeeintrachtigungSigs/ermogens, die unerkannt und unbe-
handelt oft mit einer Erblindung endet. Daher izt \groRer Bedeutung, rechtzeitig therapeu-
tisch zu handeln und den Patienten potente Glaukampaka flr optimale Therapieergebnis-
se zur Verfugung zu stellen.

Diese Arbeit untersucht die genaue WirkungsweisereGruppe neuer Antiglaukomatosa,

den sogenannten Prostaglandin-Analoga, um mit wlignntnissen maoglicherweise neue

therapeutische Ansatze zu schaffen.

1.1. Definition des Glaukoms

Seit der Entstehung des Krankheitsbegriffes vorhiatderten hat die Definition des Glau-
koms sich durch erweiterte Erkenntnisse zum Kranibiéd vervollstandigt und gewandelt.
Heute bezeichnet das Glaukom eine heterogene Gruppeneurodegenerativen Augener-
krankungen, die durch den progredienten Verlushakdr Ganglienzellen gekennzeichnet
sind. Bei fortgeschrittenem Krankheitsverlauf witiés als zunehmende Aushdhlung (Exka-
vation) an der Papille sichtbar und fuhrt letztestdizur Optikus-Atrophie. Die progrediente
Schédigung des Sehnervs bewirkt den Verlust visu€linktionen mit Entstehung charakte-
ristischer Gesichtsfeldausfélle und fihrt unbehdndeistens zur Erblindung. Als einer der
wichtigsten pathogenetischen Faktoren fir diesedaikung ist der individuell zu hohe intra-
okulare Druck (IOD) definiert worden. Er stellt tmheutigem Kenntnisstand keinen festen
Bestandteil der Glaukomdefinition dar, hat abereritesonders hohen Stellenwert in der

Pathogenese und Therapie der Erkrankung.

1.2. Geschichte des Glaukoms

Die Ersterwéhnung des Begriffs ,,Glaukom* geht zlrbcs zur griechischen Antike und fin-
det sich in den hippokratischen Schriften wieder.dieser Zeit bezeichnete ,,Glaucoma“ die

blaulich-grinliche Tribung der Iris und schlos® @lugenerkrankungen ein, bei denen eine



Farbveranderung der Pupille begleitet von Sehvedusheobachten war. Dies bezog wahr-
scheinlich tberwiegend die Katarakt mit ein. Etwd der Zeitwende wurde eine neuere De-
finition eingefihrt, die ,Glaucoma“ als Tribung dense und ,Hypochyma“ als erstarrten
Erguss vor der Linse bezeichnete. Der Irrglaubss dias Glaukom eine Erkrankung der Lin-
se sei, hielt sich bis ins 18. Jahrhundert. 17@&ee der franzdsische Augenarzt Maitre-Jan,
dass die Trubung und Verhartung der Linse der ,@/aBtar (Katarakt) sei. Die letzten Zwei-
fel beseitigte 1753 Jaques Daviel, der die Katagatation einfihrte und zeigte, dass nur ein
Teil der Erblindungen durch Entfernung der Linsdbda sind. Erst dann begann man, die
verschiedenen Augenerkrankungen besser zu verstetteau unterscheiden. Der Pathome-
chanismus des Glaukoms war damals jedoch noch mur@tavohl der arabische Arzt At-
Tabari bereits im 10. Jahrhundert auf eine Augeaekung mit erhéhter Harte des Augapfels
hinwies und Banister in Europa 1626 erstmalig dietéldes Augapfels bei der Palpation mit
dem Glaukom in Verbindung brachte, gelang die Eskdeg der Erblindungsursache erst
nach Einfuhrung des Ophthalmoskops durch Helmi{@g&51). Durch die nun mégliche Beo-
bachtung des Augenhintergrundes berichteten Jasod853) sowie Jager und von Grafe
(beide 1854) uber Veranderungen der Papille beiaukalm. Heinrich Muller bewertete 1858
die Exkavation der Papille und die festgestelltevidsfaseratrophie erstmals als direkte Folge
eines erhohten 10D. Als Ursache der IOD-Erh6hurdgayadieser Zeit noch die Hypersekre-
tion des Kammerwassers auf entzundlicher Basisyaie Glaukomanfall bei akutem Win-
kelblockglaukom abgeleitet wurde. Heute ist bekadass es sich nahezu immer um eine
Abflussstorung des Kammerwassers handelt. Weiteiseleeidende Fortschritte in der Glau-
komdiagnostik brachte 1938 die Einfuhrung der Toewi®, Perimetrie und Gonioskopie,

welche eine direkte Untersuchung des Kammerwirdetgiglicht.

1.3. Epidemiologie

Das Glaukom stellt ein bedeutendes Weltgesundhmelilgm dar. Mit schatzungsweise 66,8
Millionen Erkrankten und 6,8 Millionen beidseitshindeten weltweit [1] ist es eine der hau-
figsten Erblindungsursachen. Es wird jedoch vertutass allein in den industrialisierten
Landern bei nur ca. 50 % der Patienten die Erknagkekannt ist [2]. Dort ist das Glaukom
nach der altersbedingten Makuladegeneration undlideetischen Retinopathie die dritthau-
figste Erblindungsursache [3,4h den Entwicklungslandern, wo es nach der Katasakfar

die zweithaufigste Ursache darstellt, liegt die Relmiffer noch wesentlich héher. Das heif3t,



dass das Ausmald der Betroffenen aufgrund vielerkanater und unbehandelter Falle nur
schwer einzuschatzen ist und davon ausgegangerenverdss, dass die vorliegenden Zahlen
nur einen unvollstandigen Uberblick auf die Verhmeg weltweit wiedergeben kénnen.

Die Pravalenz des Glaukoms jenseits des 40. Ledtaes wird in Europa und den USA auf
etwa 0,5 % - 2 % geschatzt [5]. In Deutschlandméthe das etwa 200.000 bis 800.000 Pati-
enten. Der Berufsverband der Augenarzte Deutschlapdach 2003 von rund 20.000 glau-
kombedingt Erblindeten in Deutschland. Allein imthd2003 kamen 1113 Neuerblindungen
dazu, wobei ein Zuwachs auf bis Uber 2000 neu fatbte jahrlich im Jahr 2030 prognosti-
ziert wird [6].

Glaukome treten abhéngig von der Form der Erkraghkarallen Altersgruppen auf, die Hau-
figkeit nimmt jedoch mit dem Alter steil zu und kgt bei den tGber 60-Jahrigen etwa 6 %,
bei den Uber 80-Jahrigen sogar 10 % - 17 %. Dasrisgiter steht demnach unter den allge-

meinen Risikofaktoren mit an erster Stelle.

1.4. Einteilung der Glaukome

In der heutigen Literatur findet sich eine Vielzaloh Einteilungen der verschiedenen Glau-
komformen. Eine haufig verwendete Klassifikatiortenscheidet die Glaukome nach ihrer
Atiologie in die sogenannten priméaren und sekuni&@aukome. Als primar wird ein Glau-
kom bezeichnet, wenn es nicht als Folge einer amdAugenerkrankung entstanden ist. Es
tritt dann meist beidseitig auf. In diese Grupph@yedas Glaucoma chronicum simplex (sog.
chronisches Offenwinkelglaukom) mit erh6htem odemmalem IOD, letzteres auch als Nor-
maldruckglaukom bezeichnet. Das Winkelblockglaukamad das kongenitale Glaukom sind
weitere primare Glaukomformen. Bei sekundaren Gleafermen kommt es infolge einer
anderen Augenerkrankung (z.B. Uveitis), Verletzaagr als unerwinschte Nebenwirkung
von therapeutischen Mal3Bhahmen (z.B. durch Cortigan)Glaukomerkrankung. Auch hier
kann in Gruppen mit Offenwinkelglaukomen und Wirltetkglaukomen unterschieden wer-
den. Das Glaukom kann in diesem Fall ein- und legtigsauftreten.

Eine weitere Klassifikation ist die Einteilung d@faukome nach ihren anatomischen Krite-
rien und damit auch dem Pathomechanismus. Hiersgfteidet man in Offenwinkelglauko-
me (auch Weitwinkelglaukome) und in Winkelblockdtame (auch Engwinkelglaukome).
Diese Bezeichnungen beziehen sich auf den sogerankammerwinkel zwischen Kornea-

Ruckflache und Iris-Vorderseite. Dort befindet silzs Trabekelmaschenwerk, durch welches



das Kammerwasser das Auge verlasst. Bei Offenwgidgkomen ist dieser Winkel normal
weit und betragt ungefahr 40°. Die anatomische é&emg zwischen Iris und Trabekelma-
schenwerk ist nicht verandert. Die Winkelblockglaoie sind gekennzeichnet durch einen
abgeflachten, etwa 15° messenden Kammerwinkel Tssekelmaschenwerk ist dabei durch
die Iris blockiert, der Kammerwinkel anatomischlegt und damit verschlossen.

Sowohl fur die Offenwinkel- als auch die Winkelbkgtaukome lassen sich kongenitale For-
men abgrenzen, bei denen es bedingt durch Entwigkkiorungen zur unvollstandigen oder
fehlerhaften Ausbildung der Abflussstrukturen beles Kammerwinkels und damit zur I0OD-
Steigerung kommt.

Auf einige der erwéhnten Glaukomformen soll im Weh genauer eingegangen werden.

1.4.1. Das primare chronische Offenwinkelglaukom (POWG)

Das POWG macht in Europa ca. 60 % - 90 % aller Kélenfédlle aus und ist damit die hau-

figste Glaukomform. Allein dadurch, aber auch dudah bis heute noch nicht genau verstan-
dene Pathogenese, nimmt es in der Glaukomforsabinegoesondere Stellung ein.

Der Definition nach ist es eine im Allgemeinen telale, aber nicht immer symmetrische
Erkrankung, die chronisch-protrahiert verlauft wh@rakterisiert ist durch:

Erkrankungsbeginn im Erwachsenenalter (ab denh.élensjahr)

fur das Glaukom typischer Sehnerv- und/oder &esieldschaden

unbehandelter IOD bei vielen Patienten zumindesteise Uber 21 mmHg

offener, unauffalliger Kammerwinkel

Fehlen anderer Ursachen eines sogenannten sakuandffenwinkelglaukoms
( Leitlinie Nr. 15a des Berufverbandes der Aufyete Deutschlands e.V.; 2006)

Die 10D-Erhéhung beim POWG wird durch einen pringiihohten Abflusswiderstand im
Trabekelmaschenwerk verursacht. Dieser ist bedingth bisher noch nicht genau erforsch-
te, pathologische Veranderungen des trabekuléarestiawerks selbst. Man geht von einer
multifaktoriellen Pathogenese der Erkrankung aes,der unter anderem degenerative Ver-
anderungen, genetische Disposition, aber auch Ameoinprozesse eine Rolle zu spielen
scheinen. Zu den Risikofaktoren des POWG gehoriaitem das Alter. Die meisten Erkran-

kungen treten bei Patienten auf, die alter alsadielsind. Bis zu 17 % aller tGber 85-jahrigen



10

leiden an einem POWG. Eine weitere Bedeutung kodentRasse zu. Bei Afroamerikanern
ist das Auftreten eines POWG signifikant haufigertwickelt sich friher und verlauft schwe-
rer als bei den ,weil3en* Bevolkerungsgruppen. AdBar ist eine Myopie mit einer erhdhten
Inzidenz der Erkrankung verknupft.

Trotz der gelaufigen Definition des POWG ist zudigan, dass mindestens ein Sechstel bis
ein Drittel aller Patienten mit sonst charaktesitiem Krankheitsverlauf stets Druckwerte
unter 21 mmHg vorweisen. Diese Form der Erkrankwigl als Normaldruckglaukom
(auch Niederdruckglaukom) bezeichnet. In dieseteR&cheinen Durchblutungsstérungen
am Sehnerv mafl3geblich an der Pathogenese betriligein. Wie es aber genau zu einer

Schédigung des Sehnervs kommt, ist bisher noch gedtiart.

1.4.2. Sekundare Offenwinkelglaukome

Steigt der IOD in Folge einer anderen Augenerkragkbei offenem Kammerwinkel an,
spricht man von einem sekundaren Offenwinkelglauketier wird nach der Atiologie in
verschiedene Formen unterschieden, zu denen umierem das Kortisonglaukom, das ha-
molytische und das entztindungsbedingte Glaukondrgeh Aul3erdem sollen hier wegen
ihrer Haufigkeit und Ahnlichkeit mit dem POWG audhs Pseudoexfoliationsglaukom und
das Pigmentdispersionsglaukom erwahnt werden. &deh Glaukomformen ist die Obstruk-
tion die Folge einer Blockade des Trabekelmascheisnvebeim Pseudoexfoliationsglaukom
durch Ablagerungen eines abnormalen extrazellul@keilldren Materials, beim Pigment-
dispersionsglaukom durch Ablagerungen von Pigmantga. Eine weitere Einteilung erfolgt
nach der Lokalisation der Obstruktion des Kammeseesbflusses. Man unterscheidet hier-

bei einepréatrabekuldreForm von einetrabekulérenund einemposttrabekulareri-orm.

1.4.3. Priméare Winkelblockglaukome

Das primare Winkelblockglaukom entsteht durch é@B-Erhéhung, die einhergeht mit ei-
ner Obstruktion des Kammerwasserabflusses als Falges partiellen oder vollstandigen
Kammerwinkelverschlusses durch die Iris. Dabeiegdrldie Iris die Basis des Trabekelma-
schenwerks, sodass das Kammerwasser nicht Ubeysdaddlielen kann. Die Gruppe der

Winkelblockglaukome beinhaltet verschiedene akutd chronische Zustdnde. Die Erkran-
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kung tritt bei anatomisch pradisponierten Augen wd verlauft haufig bilateral. Die akute
Form, der sogenannte Glaukomanfall, tritt jedochsimeinseitig auf. Mit maximal 5 % aller
Glaukomfalle ist das priméare Winkelblockglaukom Mfargleich zum POWG sehr selten und

betrifft dabei Frauen haufiger als Manner.

1.4.4. Sekundare Winkelblockglaukome

Die Ursache der Drucksteigerung bei sekundaren gimdckglaukomen ist wie beim prima-
ren Winkelblockglaukom der Verschluss des Kammekels Der Winkelverschluss tritt hier
jedoch wie bei allen sekundaren Glaukomformen algd-einer anderen Augenerkrankungen
auf. Wie auch bei den primaren Winkelblockglaukomenden akute von chronischen For-
men unterschieden. Ein Beispiel ist das Neovasisaldonssyndrom, bei dem sich in Folge
einer hypoxamischen Augenerkrankung neue, intrankuGefal3e bilden. Die Kontraktion
des fibrovaskularen Gewebes im Kammerwinkel fulawj dass die Iris Uber das Trabekel-
maschenwerk gezogen wird und der Kammerwinkel Bigidverschluss-artig verschliel3t. Es

tritt unter anderem bei der proliferativen diabetisn Retinopathie auf.

1.4.5. Die okulare Hypertension

Die okulare Hypertension nimmt eine Sonderstellorgden Glaukomformen ein. Sie liegt
vor, wenn der Patient einen Uber die Norm erhoh@d (wiederholt Gber 21 mmHg) hat,
ohne dabei glaukomtypische Krankheitszeichen wien8e/en- und Gesichtsfeldeinschran-
kungen vorzuweisen. Jeder Mensch scheint demnamn endividuellen IOD-Bereich zu
haben, der von dem Auge toleriert wird, ohne dassueeiner Schadigung des Sehnervs im
Sinne eines Glaukoms komnwlan weil3 allerdings, dass ein Teil der Patientetnemier oku-
laren Hypertension im Laufe ihres Lebens ein Glaulemtwickeln werden. Je héher der IOD
dabei ist, desto wahrscheinlicher ist es, dasuue#f\asbildung eines Glaukoms kommt. Oft
lasst sich erst nach jahrelanger Beobachtung gesgen, ob eine okulare Hypertension oder
ein POWG mit langsamem Funktionsverfall vorliegusAdiesem Grund wird bei Druckwer-
ten, die dauerhaft iber 25 mmHg liegen, mit eimeicksenkenden Therapie begonnen, um

das Risiko einer glaukomatdsen Schadigung zu manani



12

1.5. Aktuelle Aspektie der Pathogenese

Die Pathogenese der Glaukome ist multifaktorielll tnns heute in ihren Einzelheiten noch
nicht vollstandig entschlisselt. Es existieren zidaupttheorien, die den Pathomechanismus
der progressiven Optikusneuropathie bei Glaukonb@schreiben: die mechanische Druck-
schadigung durch einen erhdhten 10D und die vaskidé@mponente, die gekennzeichnet ist
durch eine herabgesetzte Durchblutung des Sehn§fjieBeide Theorien wurde in den letz-
ten 150 Jahren von vielen Forschergruppen diskutred verteidigt, lassen jedoch auch heute
noch viele Fragen offen. So sind viele Sekundéakgime, wie z.B. das traumatische oder das
steroidinduzierte Glaukom, in ihrer Entstehung getstanden. Hier gilt der oft sehr stark
erhohte 10D als unumstrittene, pathogenetisch vgsteé Kenngrof3e. Anders verhalt es sich
dagegen mit dem am haufigsten vorkommenden POWGandNormaldruckglaukom. Die
Pathomechanismen sind hier weniger klar defini@drade bei dem Normaldruckglaukom
kann die Krankheitsentstehung durch die Druckerhghalleine nicht erklart werden. Ein
Erklarungsansatz ware, dass in dem individuelldhdeas im normalen IOD-Bereich liegende
Druckwert zu hoch ist. Andere Erklarungsansatzeeriearauf ab, dass neben der relativen
IOD-Erhéhung primér eine verminderte Durchblutuhgch Perfusionsstérungen und eine
strukturelle Schwache der Kollagenstruktur des 8elmals Ursachen in Betracht kommen
[5]. Ein Zusammenwirken mehrerer Pathomechanismeithgeitig ist somit sehr wahr-
scheinlich.

Dennoch ist und bleibt der individuell zu hohe Anig@endruck, nicht allein wegen seiner
eminenten Bedeutung fur die Progression der Erknagkein zentrales Thema der Glaukom-
forschung und Hauptangriffspunkt der zur Verfugstehenden Therapiemaoglichkeiten.

1.6. Der intraokulare Druck (I0D)

Der 10D ist das Produkt von Kammerwasserprodukéimerseits und Kammerwasserabfluss
andererseits. Wahrend ein im individuellen Norminérdiegender 10D flr die Funktion des
Auges essentiell ist, gilt eine Erhéhung des 10®waichtigster Risikofaktor des Glaukoms.
Der IOD-Normbereich in der Augen-gesunden Bevdlikgrliegt statistisch errechnet bei 15,5
+ 5,5 mmHg, das heildt, die so genannten Normalwesteegen sich zwischen 10 und 21

mmHg. Dieser Normbereich und die davon abgeleiénition, dass ein 10D Uber 21
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mmHg als pathologisch anzusehen ist, sind reirkiaiich gesetzte Grenzwerte, die einer
erheblichen Schwankungsbreite unterliegen.

Der IOD eines bestimmten Menschen ist nie ein leorist Wert. Er ist unter anderem abhan-
gig vom Lebensalter, der zirkadianen Rhythmik ued kbrperlichen Aktivitat. Auch die in-
dividuelle Toleranz gegentber hoheren Augendructemeist grol3. So werden bei einigen
Patienten bereits bei einem Druck kleiner 21 mmHagubmschaden beobachtet (Normal-
druckglaukom), wahrend andere unbeschadet Werte3@bemHg haben (okulare Hyperten-
sion). Die haufig gebrauchte Grenze zwischen eipmmmalen” und ,pathologischen” IOD
von 21 mmHg ist kunstlich und nicht zuverlassigné&individuelle Bestimmung fir jeden

Patienten ist deshalb unerlasslich.

1.6.1. Anatomische Grundlagen des Kammerwinkels

Abbildung 1.1. zeigt schematisch den histologischefbau des Kammerwinkels: Zwei fir
den Kammerwasserabfluss entscheidende Struktunehdgr Schlemmsche Kanal und das
Trabekelmaschenwerk. Der Schlemmsche Kanal (3) iregler perilimbalen Sklera (2) am
korneoskleralen Ubergang. Die innere Wand des Kawald von unregelméRigen, spindel-
formigen Endothelzellen gebildet. Die Begrenzung #@anals zur vorderen Augenkammer
stellt das Trabekelmaschenwerk (6) dar, das sitérgetzartig Uber dem Kanal ausdehnt. Es
ist eine siebartige Struktur, tber die 85 % des Kamvassers in den Schlemmschen Kanal
flieRRen.

Im Trabekelmaschenwerk lassen sich drei strukturadl funktionell verschiedene Abschnitte
unterscheiden, die flieBend ineinander Ubergehemta&uveale Maschenwerldas an die
Vorderkammer angrenzt; 2. desrneosklerale Maschenwerltas sich zwischen Sklerasporn
und Hornhaut erstreckt und 3. desdotheliale (juxtakanalikulare) Maschenwedas aus
einem schmalen Streifen Bindegewebes besteht. @@nannte Sklerasporn (13) trennt das
Trabekelmaschenwerk vom Ziliarmuskel (9), dessemsKdlzellen radiar am Sklerasporn an-

setzen.
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Kammerwasservene
Sklera
Schlemmscher Kanal
Ziliarkérperband
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Trabeculum corneosklerale
Schwalbe-Grenzring
Iris
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10 Ziliarkorperzotte

11 Zonula Zinnii
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13 Skleralsporn
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Abb. 1.1.: Schematische Darstellung des Kammerwinkels (augeAheilkunde - Sachsenweger 2002)

1.6.2. Die Physiologie der Kammerwasserproduktion

Das Kammerwasser ist eine elektrolyt-, protein- wmdédhrstoffhaltige wassrige Lésung. Es
erndhrt avaskulare Gewebe wie die Linse, das Hotehdothel und das Trabekelmaschen-
werk. AulRerdem dient es mit seinem Gehalt an Imakiofen und seiner Zirkulation der
Entfernung potentiell schadigender Agenzien aus Aageninneren und ist fur die Aufrecht-
erhaltung der Form und Stabilitat des Auges verarttioh. Die treibenden Kréfte fur die
Kammerwasser-Sekretion sind vorwiegend aktive Tpariprozesse im Ziliarkorperepithel
[8]. Diese sind das Ergebnis eines metabolischezd3ses, der von mehreren Enzymsyste-
men abhangig ist, insbesondere def-K&ATPase, welche Naonen in die Hinterkammer
sezerniert, und der Carboanhydrase. Neben den gemaBnzymen ist auch dgsadrenerge
System an der Kammerwassersekretion beteiligt. @dstgt dem osmotischen Gradienten
passiv. Faktoren wie Hypoxie und Hypothermie, dem diktiven Metabolismus hemmen,
schranken die Kammerwasserproduktion ein. Der 18IDs$ dagegen hat auf die Produktion

keinen nennenswerten Einfluss [9].
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1.6.3. Die Physiologie des Kammerwasserabflusses

Das Kammerwasser wird von den Ziliarkorperfortsétderch einen kombinierten Prozess

aus Ultrafiltration und aktiver Sekretion in ein@réf3enordnung von 2 - 4 ul/Minute in die

hintere Augenkammer sezerniert. Es fliel3t durchRiigille von der hinteren in die vordere

Augenkammer und verlasst das Auge von dort auf resrsichiedenen Wegen:

1. Uber digrabekuléare (konventionelle) Routgfolgt mit circa 85 % der Hauptanteil des
Kammerwasserabflusses. Das Kammerwasser flie3h dias Trabekelmaschenwerk
in den Schlemmschen Kanal und wird dann von deskbgalen Venen drainiert. Die-
ser Weg ist abhangig von dem ausgeubten Druck endarhandenen Kammerwas-
sermenge.

2. Uber dieuveosklerale (unkonventionelle) Rotiie3t der geringere Anteion circa
15 % des Kammerwassers ab. Es gelangt Uber diarkdilpervorderseite in den
suprachoroidalen Raum und wird Uber die ventseukition in Ziliarkdrper, Choroi-
dea und Sklera drainiert. Dieser Weg ist druckuéagrg.

Ein kaum nennenswerter Anteil des Abflusses erfolgtem direkt tGber die Iris. In der Ab-

bildung 1.2. ist der Kammerwasserabfluss noch élisateematisch dargestellt.

a konventionelle Route Uber das
Trabekelmaschenwerk

b uveosklerale Route

¢ Abfluss Uber die Iris

Abb. 1.2.: Schematische Darstellung des normalen Kammervastesses (aus: Clinical Ophthalmology — A
Systematic Approach. - Kanski 2003 [9])
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1.6.4. Die Regulation des Augeninnendrucks

Die Gesamtmenge an zirkulierendem Kammerwassebtesgih durch das Gleichgewicht
zwischen der Sekretion durch den Ziliarkdrper ued Abflussrate Uber den uveoskleralen
und konventionellen Weg. Die Kammerwasserprodukistrdabei annahernd konstant und
wird nur durch wenige pathologische Zustande ieriltroduktionsrate beeinflusst. Dagegen
sind der Kammerwasserabfluss und vor allem die lgdfenheit der Abflusswege von ent-
scheidender Bedeutung fur die Regulation des IOD.

Das Kammerwasser passiert relativ ungehindertideelmen trabekularen Schichten bis zum
juxtakanalikularen Maschenwerk. Die Poren der Subit, durch die das Kammerwasser
flie3t, werden zum Endothel des Schlemmschen Kamaiser dichter und feiner und bilden
so eine Art FilterDer Hauptabflusswiderstand wird schlief3lich vomirkderigsten Gewebe
des trabekularen Maschenwerks, dem Trabekulumkartdikulare, und der Endothelschicht
zum Schlemmschen Kanal gebildet. Dieser Widerstandotig, um das Druckgefalle zwi-
schen den episkleralen Venen (ca. 7 mmHg) und d@n (ca. 10 - 15 mmHg) und damit
einen geregelten Abfluss aufrecht zu erhalten. jDagkanalikuléare Bindegewebe ist mit
reichlich extrazellularer Matrix wie z.B. Kollagameelastischen Fasern und Glykoproteinen
ausgefullt. Es ist demnach verstandlich, dass pegische Veranderungen dieser Struktur
und ihres Funktionszustandes Uber die Abflussratdieser Region mitentscheiden und zu
einer Abflussbehinderung und damit Druckerhdhurgjtrédgen konnen [10]. Eine Vermeh-
rung des extrazellularen Materials tritt mit zunemalem Alter auf, wodurch der Abflusswi-
derstand im Alter steigt, was die erhdhte Inzidemhohen Alter erklart.

Die Endothelzellen, die den Schlemmschen Kanaldmegin und ebenfalls am Abflusswider-
stand malR3geblich beteiligt sind, besitzen die gantige Fahigkeit, in Abh&ngigkeit vom
Druckgradienten transzellulare Kanéle zu bildemr, sich dynamisch 6ffnen und schliel3en
[11]. Die Regulation des Kammerwasserabflussedgtrimter anderem durch den Ziliarmus-
kel, der Uber zonulare Fasern direkt mit den Trabekerbunden ist und bei Kontraktion das
gesamte Trabekelmaschenwerk einschliel3lich deakaralikularen Gewebes aufweitet [12].
Daneben tragt die Eigenkontraktilitdt der Trabekadohenwerkzellen, die funktionell anta-
gonistisch zum Ziliarmuskel wirken, einen bedeutndeil zur Regulierung des Abflusses
bei. Das Trabekelmaschenwerk ist demnach entgegkearer Annahmen kein passiver Filter,
sondern als aktives Gewebe selbst an der Abflugkteon beteiligt [13].

Bei Glaukompatienten auftretende Drucksteigerungenden in den meisten Féllen durch

eine Abflussbehinderung im Bereich des Trabekelimasoerks und nur sehr selten durch
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eine gesteigerte Kammerwasserproduktion verursgetjt Erhoht sich der Abflusswider-
stand, steigt der IOD. Wird hingegen der Abflusswsdiand verringert, sinkt der 10D [15].
Deshalb stellen genauere Untersuchungen des Tihateda@henwerks einen wichtigen

Schwerpunkt in der Glaukomforschung dar.

1.6.5. Die Auswirkungen eines erhdhten Augeninnendrucks

Ein individuell zu hoher IOD kann auf Dauer zu eis&ukturellen Schadigung des Sehner-
venkopfes und zum Untergang retinaler Ganglienzéildnren. Dies kann glaukomtypische
Gesichtsfeldausfalle bis hin zu einer Erblindungmaich ziehen. Man geht von mehreren
Pathomechanismen aus, durch die eine IOD-Erhéhung @ntergang der retinalen Gang-
lienzellen fuhrt. Zum einen kommt es druckbedingtemer direkten mechanischen Schadi-
gung der Axone des Nervus opticus und der retin@lamglienzellen durch Kompression, was
zur Apoptose der Zellen fuhrt [16]. Zum anderen ddgr verdnderte Druckgradient eine Min-
derperfusion der Sehnervenpapille und der Retimaonh¢l7]. Dadurch werden die Durchblu-
tung und Ernahrung der retinalen Ganglienzellemzinit und der Zelluntergang weiter be-
schleunigt. Es ist bisher nicht bekannt, ob die id@mhergehende Herabsetzung der Durch-
blutung des Sehnervs als primare Konsequenz dasten 10D oder sekundéar als Folge ei-
nes Gefaldschadens ohne Bezug zum IOD zu betrahiefuch ein gestorter retrograder
Axoplasmatransport und die damit einhergehende Elaagsorgung der Nervenzellen wird
als Ursache diskutiert [18]. Wie sich die Pathona@i$men gegenseitig beeinflussen und
welchen Anteil die einzelnen Mechanismen am Gesdaratigungsmuster haben, ist bisher

nicht geklart.

1.7. Die therapeutische Senkung des Augeninnendrucks

Obwohl immer mehr Gber das Glaukom und seine Pagsiplogie bekannt wird und man
heute weil3, dass ein erhdhter 10D nicht alleinedférKrankheitsentstehung und -progression
verantwortlich sein kann, gilt die relative 10D-BHung weiterhin als wichtigster und nach
wie vor als einziger erfolgreich behandelbarer IRitaktor [19].

Nachdem in den letzten Jahren die Wirksamkeit decksenkenden Therapie oft angezwei-

felt wurde, konnte die Notwendigkeit der Drucksemgwun jlingster Zeit durch grol3 angelegte



18

Studien eindeutig belegt werden. So konnte die Wdinkkeit der IOD-senkenden Therapie
nicht nur beim fortgeschrittenen Glaukom (Advandelducoma Intervention Study) und
beim frihen Glaukom (Early Manifest Glaucoma Tri@pndern auch beim Normaldruck-
glaukom (Collaborative Normal Tension Glaucoma $judewiesen werden [20, 21, 22].
Zusatzlich verzogert oder verhindert eine medikaien Drucksenkung bei der okularen
Hypertension das Auftreten von Schaden an Sehmehv@esichtsfeldausfélle im Sinne einer
relativen Risikoreduktion um 54 % (absolute Risddwktion 5,1 %) [23].

Das Prinzip aller derzeit eingesetzten Therapieopt beruht auf einer Senkung des IOD.
Das gilt sowohl fur die konservativ-medikamentésks auch fur die chirurgisch-

interventionelle Methode, die beide rein symptostdtiwirken.

1.7.1. Medikamentése Glaukomtherapie

Die primare Behandlung des POWG und auch vieleusadrglaukome erfolgt zunéchst me-
dikamentos. Dabei werden in erster Linie lokal gpptbare Therapeutika eingesetzt. Das
Wirkprinzip der meisten in der Glaukomtherapie vendeten Medikamente beruht auf dem
Eingriff in das Verhaltnis zwischen Kammerwassedpidion und —abfluss. Das heil3t, sie
bewirken eine Senkung der Kammerwasserproduktid® @urchp-Blocker oder Carboan-
hydrasehemmer) oder eine Steigerung des AbfluBsesAbflusssteigerung kann dabei durch
Erh6éhung des konventionellen oder des uveoskleraldtusses erreicht werden. Der kon-
ventionelle Abfluss wird durch die Applikation vétarasympathomimetika, der uveosklerale
durch Prostaglandinderivate-Zugabe erhoht [24]Fbigenden soll ein kurzer Uberblick tiber
die heute gebrauchlichen Glaukomtherapeutika gegekeeden:

Die Substanzklasse d&arasympathomimetika (Cholinergika), zu denen das Pilocarpin
gehort, erhdht durch Kontraktion des Ziliarmuskdds Kammerwasserabfluss und senkt so
den IOD. Die Wirkung hangt dabei stark von der Bgiekeit des Ziliarmuskels und der
Entfaltbarkeit des Trabekelmaschenwerks ab.

Carboanhydrasehemmersenken den 10D durch ihren inhibierenden Effekt dief Carbo-
anhydrase Il und bewirken so eine Hemmung der Kanvassersekretion.

Auch die Sympatholytika, zu denen im Wesentlichen die selektiven und raelektivenf-
Blocker gehoéren, bewirken eine Drucksenkung Ubee selektive Hemmung der Kammer-

wasserproduktion im Ziliarkorper.
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Sympathomimetika (@2-Agonisten)verdanken ihre I0OD-senkende Wirkung vor allem ihrem
inhibierenden Effekt auf die Kammerwassersekretidaneben wird auch eine Wirkung auf
den trabekularen oder uveoskleralen Abflusswegudisk.

Auf die Prostaglandinanaloga die die neuste und potenteste Substanzgruppeelizms soll

wegen ihrer Zentralitat und Bedeutsamkeit gesoralegegangen werden.

1.7.2. Operative Glaukomtherapie

Eine operative Intervention ist erst indiziert, wemach intensivierter, medikamenttser Be-
handlung kein Einfluss auf die Progression der &rkung erkennbar ist, Nebenwirkungen
auftreten oder sich Druckschwankungen schlechtedies lassen. Auch mangelnde Compli-
ance seitens des Patienten kann eine operativagiberotwendig machen. Es bestehen meh-
rere Moglichkeiten, den 10D Uber eine Operatiorseaken. Je nach Art des Glaukoms kdn-
nen sich unterschiedliche Operationsverfahren semjieso wie die Iridektomie, die Trabeku-
lektomie oder die Filtrationsoperation. In den tetzJahren wurden auRerdem Glaukomdrai-
nagesysteme als Alternative zu den etablierten &ipasmethoden entwickelt. Wie die me-
dikamentose Therapie dient auch die operativersteeLinie der IOD-Senkung. Mechanisch
lassen sich auch hier sowohl Kammerwasserabflsssugh —produktion positiv beeinflussen.

1.8. Die Bedeutung des Trabekelmaschenwerks fir die Gldmtherapie

Wie bereits beschrieben (siehe Kapitel 1.6.4.)dest Trabekelmaschenwerk hauptsachlich
am Abflusswiderstand im Auge beteiligt und hat grd®deutung fur die Physiologie des
Kammerwasserabflusses. Der grof3te Anteil des Kamassers (ca. 85 %) verlasst das Au-
ge uUber den konventionellen Abflussweg, das héify die filterahnliche Struktur des trabe-
kularen Maschenwerks. Das Trabekelmaschenwerletdaglich einen wesentlichen Beitrag
zur Regulation des I0D. Neben seiner Filterfunktidie vor allem bei den sekundéaren Glau-
komen deutlich wird, verfigt das Trabekelmaschekwaar3erdem Uber kontraktile Eigen-
schaften [25]. Dabei ist vor allem das Kontraktmerbalten dieses Gewebes ein wichtiger

Aspekt und viel versprechender Ansatzpunkt zur I€Enkung.
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1.8.1. Das kontraktile Trabekelmaschenwerk

Bisher wurde angenommen, dass im Wesentlichen ilarrduskel durch seinen Angriff am
Trabekelmaschenwerk den Kammerwasserabfluss reigiberch seine Kontraktion entfaltet
sich das Trabekelmaschenwerk, so dass die filtereOberflache vergréRRert wird und der
Abflusswiderstand sinkt.

Barany war 1962 der Erste, der nachweisen konmss drucksenkende Medikamente wie
zum Beispiel Pilocarpin Uber eine Kontraktion delsarnmuskels zur Herabsetzung des Ab-
flusswiderstands fihren [26]. Von einer eigenstgedi Beteiligung des Trabekelmaschen-
werks am Kammerwasserabfluss ging man jedoch |Zegenicht aus.

Heute ist bekannt, dass das trabekuldre Maschenwebhk als nur ein passiver Filter ist. Es
ist in vielfaltiger Weise aktiv an der RegulatioasdiOD beteiligt. Zum einen wirkt es Uber
den Auf- und Abbau der Extrazellularmatrix der Tekélmaschenwerkzellen und durch eine
aktive Zell-Volumenregulation auf den Abflusswidarsd [27]. Zum anderen konnte bewie-
sen werden, dass das Trabekelmaschenwerk selbkbriraktiles Gewebe mit glattmuskel-
zell-dhnlicher Funktion ist [28, 29], das nicht nadirekt Gber den Ziliarmuskel, sondern di-
rekt durch seine Kontraktilitat an der Regulatia@s ckammerwasserabflusses teilnimmt [30].
Kontrahieren die Trabekelmaschenwerkzellen, konmsydug Verengung der intertrabekularen
R&ume. Der Abflusswiderstand und damit auch der W@Bden erhoht. Eine Relaxation der
Zellen bewirkt durch Aufweitung der interzellular@wischenraume eine Senkung des Ab-
flusswiderstandes und des IOD.

Die Arbeitsgruppe um Professor Wiederholt konnteaam einer Reihe von Untersuchungen
an kultivierten Zellen des Menschen und des Rirumseisen, dass die Kontraktilitat des
Trabekelmaschenwerks &hnlich reguliert wird wie glegtter Muskelzellen [31, 32, 33]. Des
Weiteren wurden an den Trabekelmaschenwerkzellbam®&lattmuskel-typischen kontrakti-
len Proteinen wie Myosin und Myosin-LeichtketteneBphatase wesentliche, an normalen
glattmuskuléaren Kontraktionen beteiligte Rezeptoveie muscarinerge, adrenerge und Endo-
thelin-Rezeptoren, nachgewiesen. Von diesen sameioe allem letztere fur das Glaukom
oder den 10D von grol3er Bedeutung zu sein (sielpaté&ldl.9.1.).

In den letzten Jahren sind Effekte von verschiedeéhgstanzen und Pharmaka auf die Kon-
traktilitat von Ziliarmuskel und Trabekelmaschenkventersucht worden. Dabei konnte ge-
zeigt werden, dass die Kontraktilitat des Trabelesichenwerks viele Ahnlichkeiten, aber
auch fundamentale Unterschiede zum Ziliarmuskelveist [34, 35, 36]. So hatten Substan-

zen wie muscarinerge urfdadrenerge Agonisten sowie Prostaglandin-Agonisgeaitativ
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ahnliche Effekte auf isolierte Trabekelmaschenweeiien und Ziliarmuskelstreifen. Funda-
mentale Unterschiede dagegen fand man beio@eadrenergen Agonisten wie Brimonidin,
welche nur Kontraktionen am Trabekelmaschenwerkdates. Auch Endothelin wirkte am
Trabekelmaschenwerk effektiver als am Ziliarmuskdle hier aufgefiihrten Versuchsergeb-
nisse beziehen sich auf Versuche, welche unteri@albaltigen Bedingungen durchgefihrt
wurden. Unserer Arbeitsgruppe gelang es zu zeidass Endothelin unter Calcium-freien
Versuchsbedingungen nur am Trabekelmaschenwelti, jedoch am Ziliarmuskel eine Kon-
traktion induziert [37]. Das bedeutet, dass sicab&kelmaschenwerk und Ziliarmuskel be-
zuglich ihrer Kontraktilitat pharmakologisch saimterschiedlich beeinflussen lassen. Dies
bietet die Mdglichkeit eines gezielten Therapietaesmin der medikamentdsen Glaukomthe-

rapie.

1.8.2. Der funktionelle Antagonismus zwischen Trabekelrhasgverk und Ziliarmuskel

Wie in Kapitel 1.8.1. bereits beschrieben, bewekte Kontraktion des Ziliarmuskels durch
Zug am Sklerasporn eine Aufweitung der Abflusswegeschen den Trabekelmaschenwerk-
zellen, was eine Erhdhung des Kammerwasserabflusses sich zieht (siehe Abbildung
1.3.). Untersuchungen an bovinen Augen, bei deregnAdbflusswiderstand ausschlief3lich
durch das Trabekelmaschenwerk reguliert wird, peigtass Substanzen, die am isolierten
Trabekelmaschenwerk eine Kontraktion auslosen ¢Rifon, Carbachol, Endothelin), im
Gegensatz dazu zu einer Reduktion der Kammerabdhasgihren [38].

Ebenso gegensinnig verhalt es sich mit der Relaxater beiden Gewebe. Bei einer Relaxa-
tion des Ziliarmuskels verdichtet sich das trabéat@iMaschenwerk und der Kammerwasser-
abfluss wird reduziert, wohingegen Substanzeneitien relaxierenden Effekt auf das Trabe-
kelmaschenwerk habef-Agonisten und Ethacrynséaure), eine Erh6hung ddludsrate in-
duzieren.

Die oben genannten, Kontraktion-induzierenden Sunzein bewirken bei Trabekelmaschen-
werk und Ziliarmuskel aufgrund ihrer glattmuskul@mdatur jeweils eine Kontraktion. Diese
Kontraktion hat jedoch einen gegensinnigen Effelt @den Abflusswiderstand, sodass man
von einem funktionellen Antagonismus sprechen k@neser Antagonismus soll am Beispiel
der Wirkung von Pilocarpin naher erlautert werden:

Pilocarpin ist ein Parasympathomimetikum und zahltden altesten Antiglaukomatosa. Es ist

weithin akzeptiert, dass Pilocarpin eine Kontrakteom Ziliarmuskel auslost und damit eine
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IOD-Senkung bewirkt. Lepple-Wienhues et al. kont@81 erstmals zeigen, dass es auch am
Trabekelmaschenwerk eine Kontraktion induziert [39le Wirkung auf den Ziliarmuskel
Uberwiegt dabei jedoch, woraus insgesamt eine &taig des Kammerwasserabflusses resul-
tiert (siehe Abbildung 1.3.). Beim malignen Glaukalagegen besteht haufig ein ziliarer
Block. Die Gabe von Pilocarpin fuhrt in diesem HRaltht zu einer Kontraktion des Ziliar-
muskels, so dass allein der kontraktile Effekt @ag Trabekelmaschenwerk Ubrig bleibt. Hier
kommt es durch die Gabe von Pilocarpin zu eindreiden Kontraktion des trabekularen Ma-
schenwerkes, was eine Reduktion des Kammerwashessds und damit eine IOD-Erhéhung

zur Folge hat, weswegen Pilocarpin in diesem Fablut kontraindiziert ist.

Pilocarpin

/ \ji\rikter Effekt)

—> sP —>

(mdmekterV \

Relaxation Kontraktion
# Abflussrate y ussrate
viOD

Abb. 1.3.: Der funktionelle Antagonismus zwischen Trabekelthasawerk und Ziliarmuskel; CM = Ziliarmus-
kel; TM = Trabekelmaschenwerk; SP = Skleralspo@mD |= intraokularer Druck (modifiziert nach: Wiedeth
et al. 2000 [13])

Ausgehend von diesen Erkenntnissen wird besondeutlich, wie wichtig ein intaktes
Gleichgewicht zwischen Trabekelmaschenwerktonus Zdiidrmuskeltonus fir die Kam-
merwasserregulation und den 10D ist. Um bei einatihglogisch veranderten Trabekelma-
schenwerktonus in die daraus resultierende Dysbalgezielt medikamentts eingreifen zu
kénnen, musste das verwendete Pharmakon in derdeigedas Trabekelmaschenwerk iso-

liert zur relaxieren und gleichzeitig den Ziliarrkes unbeteiligt zu lassen. Unerwinschte
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Wirkungen wie Akkommodationsstérungen oder Storander Pupillenmotorik kénnten da-
mit so gering wie moglich gehalten werden. Dieslgézhi sind Kenntnisse tber die verschie-
denen, bereits angewendeten oder sich noch in lrpgobefindenden Antiglaukomatosa und

ihre genauen physiologischen und biochemischenMédhanismen von grofRer Bedeutung.

1.9. Endothelin - eine vasoaktive Substanz

Endothelin ist ein aus 21 Aminosauren bestehendssaktives Polypeptid, das erstmals 1988
von Yanagisawa beschrieben wurde [40]. Mit eineffaldh starkeren vasokonstriktorischen
Wirkung als Angiotensin Il stellt es einen der wigkten endogenen vaskularen Mediatoren
dar und hat groRe Bedeutung bei der GefaRhomoo&asxistieren mindestens drei bekann-
te Isoformen des Endothelins (Endothelin-1 bis d8,sich unter anderem durch verschiede-
ne pharmakologische Profile, Gewebslokalisation mablulare Effekte voneinander unter-
scheiden [41]. Charakteristisch fiur das Endoth2l{(=T-1) ist, dass es quantitativ bei weitem
Uberwiegt und das potenteste der drei Peptidet’st8]. Die Wirkung von Endothelin wird
Uber die Aktivierung von G-Protein gekoppelten Bhetin-Rezeptoren vermittelt [44]. Der-
zeit sind zwei verschiedene Rezeptorsubtypen ddstkelin-Rezeptors bekannt, die alsaET
und ETg bezeichnet werden.

Die Bedeutung der vasokonstriktiven Eigenschaftes Endothelins fir die Pathogenese
zahlreicher, vor allem kardiovaskularer Erkrankungg hinreichend erwiesen [43, 45]. Auch
eine Wirkung auf verschiedene Strukturen des Augpekeine Beteiligung an der Glaukom-

entstehung konnte gezeigt werden.

1.9.1. Endothelin und seine Bedeutung fiir die Pathogetdes&laukoms

Bereits kurz nach der Erstbeschreibung des Endoghelurde bekannt, dass Endothelin auch
am Auge eine physiologische Bedeutung hat. So raachépple-Wienhues et al. 1992 die
Entdeckung, dass die Konzentration von Endothelitammerwasser eines gesunden Auges
in etwa der zwei- bis dreifachen Plasmakonzentmaéiotspricht [46]. Anhand einer Reihe
unterschiedlicher Untersuchungsmethoden von verdehien Arbeitsgruppen konnte gezeigt
werden, dass das Peptid vor allem vom Ziliarepiginetluziert und ins Kammerwasser sezer-

niert wird [47, 48]. Heute weiR man, dass Endothéli den unterschiedlichsten Strukturen
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des Auges, so auch im Trabekelmaschenwerk, zurfirdeind viele regulatorische Funktio-
nen Ubernimmt [49].

Die Frage, ob das Peptid auch an der Pathogenes@ldekoms beteiligt ist, ergab sich, als
Untersuchungen an bovinem Trabekelmaschenwerk uradnZuskel zeigten, dass ET-1 in
beiden Geweben zu einer Kontraktion fuhrt. Dabei ara Trabekelmaschenwerk die ET-1-
induzierte Kontraktion starker ausgepragt als aharfhuskel [50]. Da beide Gewebe mit
ihrer kontraktilen Eigenschaft erheblich zum Abflwéderstand beitragen, kdnnte ET-1 als
potenter Kontraktionsinduktor nicht unerheblichder IOD-Regulation beteiligt sein. Diese
Fragestellung fuhrte zu einer Vielzahl von Untehsugen, die nach einer Verbindung zwi-
schen Endothelin und Glaukom suchten. Experiment@wgen von verschiedenen Spezies
zeigten, dass appliziertes ET-1 einerseits einefiss auf Kammerwasserproduktion und —
abfluss hat, andererseits als Vasokonstriktor zduRtion der Durchblutung von Retina und
Sehnerv und damit zu deren Schéadigung beitrdgb1Das bedeutet, dass ET-1 sowohl
Uber die mechanische als auch tUber die vaskulamepiinente der Pathogenese Einfluss auf
die Glaukomentstehung bzw. —progression haben korBgkraftigt wurde die Vermutung
einer Beteiligung von ET-1 an der Glaukomentstehutg deutlich erhéhte Endothelinkon-
zentrationen im Kammerwasser von Glaukompatientahgewiesen wurden [58, 59]. Zu-
satzlich konnten Kaiser [60] und Sugiyama [61] eeigdass es bei Patienten mit Normal-
druckglaukom im Vergleich zu gesunden Probandeaizer signifikanten Erhéhung der ET-
1-Konzentration im Plasma kommit.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ET-1 félwggr und sehr komplexer Weise in
physiologische und pathophysiologische ParameteAage einzugreifen scheint. Durch sei-
ne kontraktionsinduzierenden Effekte an Trabeketimaswerk konnte es mafigeblich an der
Glaukomentstehung und —progression beteiligt 42a&s. macht Endothelin zu einem vielver-
sprechenden Angriffspunkt beziglich einer gezieftearmakologischen Glaukomtherapie im
Sinne einer Endothelin-Antagonisierung. Dieses apiekonzept ist Bestandteil zahlreicher,
zurzeit laufender Untersuchungen sowie auch zestiethema dieser Arbeit.

1.10. Prostaglandinanaloga — eine potente Sustanzklasseder modernen Glaukom-

therapie

Prostaglandine (PG) sind von der Arachidonsaurelaligte Gewebshormone aus der Grup-

pe der Eicosanoide, die aul3erst kurzlebig sindinrfast allen Geweben von Saugetieren und
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Menschen gebildet werden. Man unterscheidet vexdehie Unterformen der Prostaglandine,
die sich in Struktur, Vorkommen, Wirkung und Regla voneinander unterscheiden (z.B.
PGFRy, PGb, PGE). Ihre Wirkung wird Uber G-Protein-gekoppelte Maarirezeptoren ver-
mittelt. Diese unterscheiden sich untereinandectddie Affinitat fir bestimmte Prostaglan-
dine, wodurch die einzelnen Rezeptor-Subtypen mispgrechender Bezeichnung hervorge-
hen (z.B. FP-, IP-, EP-Rezeptor). Die Prostaglamdind in ihrer Wirkung sehr komplex, da
die Wirkungsweise von Unterform zu Unterform stasdeiiert und teilweise sogar fur ein
Prostaglandin durch verschiedene Rezeptoren uhteddich vermittelt wird. Sie nehmen
Einfluss auf zahlreiche Vorgange im Organismuseuanderem auf die Vasodilatation, auf
Schmerzzustande und Entztindungen [62, 63].

Am Auge ist die Wirkung der Prostaglandine als Beteff einer Entziindung seit Jahren be-
kannt. Man weil3, dass sie bei entziindlichen Kraghgstanden im Augeninneren wie einer
Uveitis oder Iritis massiv erhdht exprimiert werdéimre Bedeutung als potente Antiglauko-
matosa blieb jedoch lange Zeit unerkannt. Das &ad&h 1977, als Camras et al. durch Un-
tersuchungen an Kaninchenaugen entdeckten, dasissbggringe Mengen von Prostaglandi-
nen den 10D langanhaltend senken kénnen [64]. Daegann die Entwicklung einer neuen
Klasse von Pharmaka fir die Glaukombehandlung.rgeahle Untersuchungen an anderen
Tiermodellen und schlief3lich die Anwendung am Méaescfolgten mit dem Ergebnis, dass
Prostaglandine bzw. ihre Derivate heute nebenBeBlockern zu der sogenannten ,first-line-
therapy” gerechnet werden. Ursache dafir ist ilfgeést effektive I0D-Senkung (bis zu 30
%) bei niedriger Dosierung und dadurch geringerebéiwirkungsrate [19]. In den letzten
Jahren wurden verschiedene Prostaglandin-Analagatsachlich Agonisten des Prostaglan-
din-F,-Rezeptors (FP-Rezeptor) wie Latanoprost, Travaprod Bimatoprost erfolgreich in
der Therapie des Glaukoms eingesetzt [65-68], veegimd derzeit noch in Entwicklung.
Obwohl die Prostaglandin-Analoga zu den am hawdigsterabreichten Antiglaukomatosa
gehoren, ist der genaue Wirkmechanismus, der zD-$8nkung fuhrt, noch immer nicht
hinreichend geklart. Zahlreiche Untersuchungencéme dafiir, dass Prostaglandine tber die
Verbesserung des uveoskleralen Kammerwasseralsflasseiner Senkung des 10D fluhren.
Wie bereits erwahnt, macht der uveosklerale Abfliesch nur etwa 15 % des gesamten
Kammerwasserabflusses aus. Bei einer so effekti@D-Senkung, wie sie durch die
Prostaglandin-Analoga erzielt wird, liegt die Veromyg nahe, dass neben dem uveoskleralen

auch der konventionelle Abflussweg durch die Pglatadine beeinflusst wird.
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1.11. Fragestellung

Es ist anzunehmen, dass die effektive Drucksenkdeg Augeninnendrucks durch die
Prostaglandin-Analoga vermutlich nicht allein aufeeErh6hung des uveoskleralen Abflusses
zurlickzufiihren ist. Daher wird in dieser Arbeit d@nfluss dieser Substanzklasse auf den
konventionellen Abfluss untersucht. Speziell windridie Wirkungsweise des bereits thera-
peutisch genutzten PGFAnalagons Travoprost® (= Fluprostenol), eines ssélektiven
Agonisten mit hoher Bindungsaffinitat zum Prostagdia-FP-Rezeptor, auf die kontraktilen
Eigenschaften des Trabekelmaschenwerks analySesoll gepriuft werden, ob Travoprost®
einen Endothelin-antagonisierenden Effekt auf domtikaktilitdt des Trabekelmaschenwerks
ausubt, wie er bereits fur das synthetische Doaddddnoprostone und fur PGFselbst be-
schrieben wurde [69, 70]. Weiterhin soll untersuebtden, ob dieser Effekt der Prostaglan-
din-Analoga auch die Calcium-unabhangige Kontraktes Trabekelmaschenwerks betrifft.
Zusammenfassend sollen mit dieser Arbeit die bestd#n Kenntnisse in Bezug auf die

Wirkmechanismen der Prostaglandine am Auge erweitet vertieft werden.



27

2. Material und Methoden

2.1. Kontraktionsmessungen

2.1.1. Deskription und Préparation des Gewebematerials

Fur die Direktmessung der Kontraktilitat wurden saigiel3lich bovine Augen verwendet, die
von einem Ortlichen Schlachthof bezogen wurdendiealiere fir den menschlichen Verzehr
bestimmt waren, kann man aufgrund von strenger i@tsgrifung durch dafir zustandige
Behdrden davon ausgehen, dass die Tiere in guteandkeitlichen Zustand waren. Das Al-
ter der Tiere, deren Augen verwendet wurden, lagaven zwei und vier Jahren

Wahrend die Kontraktilitdt des Ziliarmuskels velsdener Sdugetierarten, auch dem des
Menschen, schon vor langem und von mehreren Adrappen untersucht wurde [71, 72],
wurden Direktmessungen an isolierten Trabekelmamsebekstreifen erstmals 1991 von
Lepple-Wienhues et al. erfolgreich durchgefihrt][3edingt durch die enge anatomische
Verbindung zwischen Ziliarmuskel und Trabekelmaseherk in Augen von héheren Prima-
ten [73, 74], benutzte die Arbeitsgruppe Wiederkokl. fir ihre Messungen das bovine Mo-
dell. Es eignet sich aus mehreren Grinden besorgigrsir Kontraktionsmessungen am
Trabekelmaschenwerk.

Zum einen ist hier die anatomische Trennung voraiuskel und Trabekelmaschenwerk
leichter, da diese getrennt voneinander vorliegarers als im menschlichen Auge strahlen
hier keine Fibrillen des Ziliarmuskels in das Tradlenaschenwerk ein und verursachen somit
keine ,Kontamination® des Trabekelmaschenwerks ldufdiarmuskelgewebe. Der Grund
dafur ist, dass im bovinen Modell der Ziliarmuslegliglich rudimentar vorhanden ist und das
Trabekelmaschenwerk ein retikulares Maschenwerktelitr[29, 73]. Zum anderen sind die
bovinen Trabekelmaschenwerkstreifen im Gegensataunobanem Gewebe gréf3er und kon-
nen damit ausreichend Kraft entwickeln, um einesgshare isometrische Kontraktion auszu-
I6sen, die von der empfindlichen Messapparatuistagit werden kann. Dazu ware das nati-
ve Gewebe des humanen Trabekelmaschenwerks niclerihage. Fir die vorliegende Ar-
beit wurden ausschliel3lich Experimente an isolieiteabekelmaschenwerkstreifen durchge-
fuhrt, da die Wirkung bestimmter Agenzien auf edese Gewebeart von Interesse war.

Die verwendeten Rinderaugen wurden direkt nactsgafachtung auf Eis gekthlt ins Labor
transportiert und dort anschliel3end nach folgeighode [25] sofort prapariert:
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Das periorbitale Fettgewebe sowie die duReren Augskeln wurden sorgfaltig mit Schere
und Pinzette vom Bulbus entfernt und das Auge dadacch einen zirkularen Schnitt circa
10 mm hinter dem Limbus corneae in zwei Halfteteidfe Wahrend die hintere Halfte samt
anhaftendem Glaskérper gleich verworfen wurde,eenté man von der vorderen vorsichtig
mit einer Pinzette Glaskorperreste und Linse, uesaliHalfte dann mit einem Skalpell auf
fester Unterlage in vier etwa gleich groRe Sektaneneilen. Dabei wurde der Schnitt strah-
lenférmig von der schlitzférmigen Iris ausgehendmdistal gefuihrt. Die weitere Praparation
der einzelnen Viertel erfolgte unter mikroskopisc8&ht, wobei der zu préaparierende Sektor
mit Nadeln so auf einer festen Platte fixiert wyrdass die Kornea nach unten wies. Die Iris
wurde vorsichtig mit einer Pinzette angehoben umieaZug auszuiiben in Richtung der Kor-
nea umgeschlagen, wodurch das Ligamentum pectincimtbar wurde, das beim bovinen
Auge die Iriswurzel am korneoskleralen Ubergangefix Das Irisepithel geht an der Iriswur-
zel in das Ziliarkorperepithel Uber, unter dem siels Trabekelmaschenwerk- und Ziliarmus-
kelgewebe befindet. Um diese Strukturen freizulegenrde das Ligamentum durchtrennt
und im Anschluss daran das sich dahinter befindlighiarkérperepithel durch feine, hori-
zontale Schnitte mit einem Skalpell vom daruntdmiokichen Trabekelmaschenwerkgewebe
gelost. Letzteres imponiert als grau-weil3e, walierStruktur und lasst sich somit leicht ge-
gen das Epithel abgrenzen. Durch einen leichtenatudreipraparierten Ziliarkorperepithel
wurde nun die blauschwarze, untere Schicht desir#iliskels sichtbar. Die obere Schicht
blieb dabei mit dem Ziliarkérperepithel und dessIxierbunden und wurde abprapariert und
verworfen. Trabekelmaschenwerk und Ziliarmuskelamanun gut sichtbar und aufgrund der
unterschiedlichen Farbe und dem Faserverlauf @¢butiloneinander abgrenzbar. Der Ziliar-
muskel, dessen Fasern im Gegensatz zum Trabekélemagerk vertikal zum Kornearand
verlaufen, wurde abschlie3end durch einen saulfgchnitt an der Grenze zum Trabekelma-
schenwerk von diesem getrennt und entfernt. Digtighen Trabekelmaschenwerkstreifen
wurden parallel zum Kornearand aus der Mitte dedd@kelmaschenwerks herausgeschnitten,
sodass ein 0,5 — 1 mm breiter und 8 — 12 mm laBg®ifen entstand, der je nach Lange
durch einen vertikalen Schnitt in zwei bis drei Begte mit einer Mindestlange von 4 - 5 mm
geteilt wurde. Die fertig praparierten GewebesgreMvurden anschlieRend bis zum Versuchs-
beginn in mit Ringerldsung gefillten Petrischaler Bis gelegt und in einem Kihlschrank
aufbewabhrt.

Abbildung 2.1. gibt einen Einblick in die Anatonmdes bovinen Kammerwinkels und in die

Schnittfiihrung zur Préaparation von Ziliarmuskel dmdbekelmaschenwerk.
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Iriswurzel

Lig. pectinatum

Kornealepithel

Descement'sche
Membran

Abb. 2.1. : Schema des bovinen Kammerwinkels mit lllustratien Schnittfiihrung zur Praparation von Ziliar-

muskel- und Trabekelmaschenwerkstreifen (aus: leefdfienhues et al., 1991a, [25]).

2.1.2. Versuchsapparatur

Die verwendete Messvorrichtung bestand aus einafadtenssystem und einem System zur
Tonusmessung, einem sogenannten Kraft-LAngenm@ssere-Lenght-Traducer) [25] ahn-
lich dem, wie er von Brutsaert et al. [75] besdbeie wurde. Mit dem Tonusmessgerat konnte
die isometrische Kontraktion von Trabekelmaschehkstezifen in einem Messbereich von
0,5 — 2000uN erfasst werden. Ausgeldst wurden die jeweiligeweébskontraktionen durch
Zugabe bestimmter stimulierender Substanzen undwentersuchenden Pharmaka. Die Er-
gebnisse wurden mit Hilfe eines die Anlage steuemn@omputers aufgezeichnet. Ein Sche-

ma der Messapparatur lasst sich aus der Abbilduhgatnehmen.



30

Speicher Regelkreis

I Photodiode

Spule
Hebel

yd
|
|
y=
/ Gewebestreifen
/ Perfusionskammer

Abb. 2.2.: Schematischer Aufbau eines Kraft-Langen-MessersMiessapparatur zur Kontraktionsmessung

(abgewandelt nach: Lepple-Wienhues et al., 192H).[

Das Perfusionssystem, bestehend aus sieben Gewabeka, machte es moglich, die in den
Kammern inkubierten Gewebestreifen verschiedenesuhgen auszusetzen. Daflr wurden
die einzelnen Trabekelmaschenwerkstreifen mit eift@ewvebekleber (Histoacryl, B.Braun
Melsungen AG, Deutschland) zwischen zwei NadelnKladt-Langenmessers gespannt und
in die jeweilige Perfusionskammer von 2 ml Volumeingetaucht. Jede dieser Kammern
wurde mit circa 4,6 ml/min Perfusionslosung durdlispohne dass dabei erwdhnenswerte
Stromungsturbulenzen entstanden. Der Stromungsflusse durch eine gemeinsame Roller-
pumpe (Ismatec, Zurich, Schweiz) gewahrleistet. rltses daran angeschlossene Schlauch-
system wurden alle sieben Kammern gleichmallig ahezu zeitsynchron mit der jeweiligen
Losung perfundiert. Wurde auf eine andere Losungasohaltet, so wurde das Kammervo-
lumen bei dem oben erwéhnten Perfusionsfluss nazn 45 Sekunden ausgetauscht. Sowohl
die Perfusionskammern als auch die Schlauche wdoppelwandig. Diese Ummantelung
sorgte fur eine kontinuierliche Durchspulung mit € warmem Wasser, wodurch das Tem-
peraturniveau der Perfusionslosung konstant gehaléeden konnte.

Der Kraft-Langenmesser, mit dem die Direktmessueg Kbntraktilitat erfolgte, entspricht
einem umgebauten Drehspulelement. Von den zweilNagwischen denen die Trabekelma-

schenwerkstreifen eingespannt wurden, war einerfixdie andere war beweglich und mit
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einem Kraft-Langen-Wandler, dem langen Hebel dieen Drehspule, verbunden. Der kiir-
zere Hebel stellte die Lichtschranke zwischen eimgntquelle und einer Photodiode dar und
bewirkte dadurch eine positionsabhéngige Verschgttler letztgenannten. Eine Kontraktion
oder Relaxation der Gewebestreifen fihrte zur Auglag des Hebels, woraus eine Rotation
der Drehspule resultierte, die von der Photodiatgstriert wurde. Diese Rotation wurde in
einen Strom umgerechnet, der der auftretenden Kraffegenwirkte und somit die Lange der
Gewebestreifen konstant hielt. Die fur die Gegektiea aufgewendete Stromstarke wurde
auf Mikronewton kalibriert, was eine Direktmessudgr Kontraktion ermdglichte. Dabei

konnten Langenénderungen von weniger alaN@vahrgenommen werden. Auf diese Weise
entstand ein Protokoll des Muskeltonus der verwtmd@rabekelmaschenwerkstreifen, das
Uber einen Analog-Digital-Wandler (BMC Systeme Gmlid¢utschland) alle 15 Sekunden
von einem Computer aufgezeichnet wurde. Das Measaprvird in der Abbildung 2.3. noch

einmal verdeutlicht.

e Kraft-Langen-Wandler e |Isometrische Kontraktion
- ﬂ +
T T
F o'
Elektrische
0.5 mm ) - Blockierung

der Rotation

Isolierter Trabekelwerk-Gewebestreifen (4-5mm)

Abb. 2.3.: Schematische Darstellung der Messung isometrisklositraktionen. Bei der Messung wird der
Strom gemessen, der benétigt wird, den Zeiger aufll;, zu halten. Dadurch sind geringste Kraftgré3an
Mikronewton messbar (aus: Wiederholt et al., 2Q08))[
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2.1.3. Versuchsablauf

Die Trabekelmaschenwerkstreifen wurden in den Krafigenmesser eingeklebt und auf ca.
50 — 100uN vorgespannt. Dann wurden sie in die Perfusionskam getaucht, die vor Ver-
suchsbeginn mit Ringerldsung gespult wurden. Densgznnen folgte eine mindestens 60-
minutige Aquilibrierunssphase mit Ringerlosung,, diée alle im Versuch verwendeten Lo-
sungen, auf 37°C angewarmt und mit 5 %,Q@OLuft begast wurde, um den pH-Wert der
Losung konstant bei 7,4 zu halten.

Der Computer zeichnete diesen Tonus-Grundzustadagenannte ,Baseline” auf. In die
Versuchsauswertung wurden nur Gewebestreifen engieez die Uber diesen Zeitraum einen
stabilen Basistonus aufwiesen. Zu Beginn jedes udlis wurden die Gewebestreifen zwel
Mal hintereinander mit Carbachol in einer Konzetiwravon 10° M stimuliert und dadurch
eine maximale Kontraktion ausgeldst. Der resultidee Kontraktionseffekt wurde auf die
zweite Carbacholapplikation auf 100 % gesetzt uedtd als Referenzwert fur alle weiteren
Messungen (siehe Abb. 2.4.).

1 S B B e Carbachol2 —(—  —— 11— —‘—1
LE Carbachol 1 ,
& M Substanz X
- FHATH wﬁm
ARBAR R/ /!

mV 05 ’k‘ i

0.4 \ M
AR AR
02 Baseline 1 Baseline 2
81

ﬂn i = * = = = T = = = 2z

Zeit in min

Abb. 2.4.: Beispiel einer Kontraktionskurve. Dabei wurde Kintraktion der zu testenden Substanz X ins Ver-

haltnis zur Maximalkontraktion von Carbachol®ll (= 100 %) gesetzt.
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Die Kontraktionsanderungen der zu untersuchendést&ozen wurden prozentual auf diese
Vorkontraktion bezogen. Zudem diente die Vorkorticak mit Carbachol dazu, die Unver-

sehrtheit und damit Kontraktionsfahigkeit der jelgein Gewebestreifen zu tGberprifen. An-
schlieBend wurde Carbachol ausgewaschen, der Gurstiashizl dadurch wieder hergestellt und

die Gewebeproben konnten auf Kontraktionseffektkeear Substanzen untersucht werden.

2.1.4. Versuchsauswertung und Statistik

Fur die Versuche wurde jeweils nur ein Auge prodRierwendet, sodass die Zahl der Augen
der Anzahl der untersuchten Individuen entspriEhé. Praparation der Augen erfolgte nach
standardisiertem Schema. Trotz standardisiertgyaPation lie3en sich Unterschiede in Qua-
litat, Dicke und Lange der Gewebsstreifen nichtmaden. Um die einzelnen Versuchser-
gebnisse dennoch miteinander vergleichen zu kornmerden die nach Vorkontraktion durch
Carbachol gemessenen Werte ins Verhéltnis zu direagimalen Referenzkonzentration ge-
setzt. Die Ergebnisse sind deshalb als relativeé\ieriProzent angegeben.

Mit Hilfe des Excel-Programms wurden die vom Conepwtufgezeichneten und gespeicher-
ten Daten in ein Kurvendiagramm umgewandelt (skebie. 2.4.).

Die Messwerte werden als Mittelwert £ SEM (standamnthr of mean) angegeben. Die statis-
tische Auswertung erfolgte nach dem Student-t-Tiesit,einer multiplen Testung wurde die
Bonferroni-Korrektur angewandt. Eine Signifikanz d&gebnisse bestand bei einer Irrtums-
wahrscheinlichkeit von p < 0,05 (*), sehr signiftkavaren p-Werte < 0,01 (**), hoch signifi-
kant solche mit p < 0,001 waren (***).

2.1.5. Verwendete L6sungen und Pharmaka

Fur den oben beschriebenen Versuchsvorgang wumlgenide Losungen und Pharmaka
verwendet:
- Ringerlosung, die die Grundlage aller weiteresurigen bildete und sich zusammen-
setzte aus (in mM): 151 Ria5 K*; 1,7 C&"; 0,9 Md¢"; 131 CI; 0,9 SQ*; 1 H,POy;
28 HCG; und 5 Glucose
- Calcium-freie Ringerldsung, die mit EGTA (1) und mit BAPTA-AM (2* 10°M)

(Sigma, Deisenhofen Deutschland) versetzt wurde.
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Allen Lésungen wurden kontinuierlich mit 5 % € Luft begast, um den pH-Wert konstant
bei 7,4 zu halten.
Folgende, die jeweiligen Fragestellungen betre#eRtdarmaka, wurden den Versuchslésun-
gen zugesetzt:

- Carbachol (16M); (Sigma Deisenhofen Deutschland)

- Endothelin-1 (18M); (Alexis Deutschland GmbH, Griinberg)

- Fluprostenol (=Travoprost) (f0); (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI)

- PGRy, (10°M); (Cayman Chemicals, Ann Arbor, M)

- AL -8810 (10°M); (Sigma Aldrich, Deutschland)

2.2. Calciummessungen

2.2.1. Zellkulturen

Fur die Calciummessungen wurden kultivierte Zeltlss bovinen Trabekelmaschenwerks
verwendet. Die Gewebepraparation zur Gewinnungldaisekelmaschenwerks erfolgte nach
bereits beschriebener Methode [25]. Dafiur galteselben Rahmenbedingungen wie auch fur
die Kontraktionsmessungen.

Die praparierten Gewebeproben wurden anschlieffeRetrischalen unter Deckglaschen bei
37°C mit einem speziellen Kulturmedium inkubi@teses setzte sich zusammen aus Dulbe-
co’s Modification of Eagle’s minimal essential Math (DMEM) ergénzt mit 20 % fetalem
Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 1Q@/ml Streptomycin. Ein Gemisch aus 95 % Luft
und 5 % CQ sorgte unter sterilen Bedingungen flr eine korist&egasung der Zellkulturen.
Das verwendete Nahrmedium wurde regelmaRig zwemdahentlich erneuert.

Die Calciummessungen wurden nicht an Primarkultule@rchgefuhrt, sondern an passagier-
ten Zellen. Sobald die Konfluenz bei AnwachsenZidlten nach ungefahr 6 — 8 Wochen er-
reicht war, wurden die Zellen nach der Trypsin-EGWAthode von den initialen Petrischa-
len abgelost. Dabei wurden Calcium- und Magnesinemodurch das EGTA als Chelat-
komplexbildner gebunden und somit die Entfaltungpteteolytischen Wirkung des Enzyms
Trypsin ermdglicht. Die Zellen wurden nach der is@ing aus dem Zellverband auf mehrere
neue Petrischalen aufgeteilt und erneut im Brutsdhikultiviert. Fir die Versuche wurden

die Zellen nach drei bis funf Passagen verwendit.Z@llen lagen semikonfluent und ein-
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schichtig vor. Zellen hoherer Passagen wurden miwtir benutzt, da dadurch eine Dediffe-

renzierung der Zellen zunehmend wahrscheinlichedewu

2.2.2. Grundlagen der Calciummessmethode mit dem Flueng$arbstoff Fura-2-AM

Grynkiewicz et al. [76] entwickelten 1985 den syitbchen Fluoreszenzfarbstoff Fura-2,
dessen Struktur sich von den Calcium-Chelatoren&£Gid BAPTA ableitet und der ebenso
Calciumionen (C%) bindet. Die Bindung der freien €aerfolgt reversibel und konzentrati-
onsabhéangig. Dadurch sind Anderungen der Konzémraes freien zytosolischen Calciums
einfach zu verfolgen. Fura-2 erlaubt somit einda@ihe und zuverlassige Messung von intra-
zellularem Calcium ([CE];) und ist deswegen der am haufigsten dafiir einges€iuores-
zenzfarbstoff. Das Fluorophor wurde als AcyetoxymkeEster (AM) verwendet, es ist in
dieser Form lipophil und damit membrangangig. B&i bhkubation der Zellen mit Fura-2-
AM diffundiert die Substanz durch die Zellmembramduwder Ester wird intrazellular durch
unspezifische Esterasen abgespalten. Der Farbisegif nun als hydrophiles und damit
membranimpermeables Fluorophor vor. Er kann digeZgtht mehr verlassen und reichert
sich im Zytosol der Zelle an.

Fura-2 zeichnet sich im Besonderen durch seine Rah@umselektivitdt und hohe Fluores-
zenzintensitat, sowie durch eine geringe Pufferkid@iafir C&" aus. Die Fluoreszenzintensi-
tat ist abhangig von der €akonzentration und der Wellenlange des anregendeftd, wo-
bei der C&"-beladene Farbstoff andere Fluoreszenzeigenschafifeveist als der Cafreie.
Maximal C&*-gebundenes Fura-2 erreicht bei einer Anregund.itiitt von 340 nm Wellen-
lange sein Maximum an Fluoreszenz, wahrent-Gaies Fura-2 eine maximale Fluoreszenz-
intensitat bei einer Anregungswellenléange von 380aufweist (s. Abb. 2.5.). Somit nimmt
die Fluoreszenzintensitat mit zunehmendef*®anzentration bei 340 nm zu, bei 380 nm
jedoch ab und umgekehrt. Das Verhaltnis des beigdgrmannten Anregungswellenldngen e-
mittierten Lichtes spiegelt die Anderungen derenezytosolischen GaKonzentration wi-
der. Zwischen diesen Maxima liegt bei 361 nm deyesannte isobestische Punkt, der die
Wellenlange bezeichnet, bei der die Fluoreszenzitit unabhéngig von der €a

Konzentration ist.



36

|Izosbestischer
F unbt

A S
~ Ca* freies Fura

Fluoreszenzinte nsitit

| |
200 240 220 Ca® gebundenes

Miellenldngenm EA

Abb. 2.5.: Darstellung der Fluoreszenzeigenschaften des @aisensitiven Farbstoffs FURA-2. Der isosbesti-
sche Punkt bezeichnet die Wellenlédnge, bei deFlliereszenzintensitat unabhéangig von der Calciurnénina-
tion ist. Fur Fura-2 liegt diese Wellenlange bel 3én [77].

2.2.3. Grundlagen der Berechnung der intrazellulirefi-®anzentration

Die Fluoreszenzintensitat von Fura-2 ist neben G&f-Konzentration auch abhangig von
weiteren Faktoren wie zum Beispiel dem Ausbleicdes Farbstoffs durch das anregende
Licht, der Farbstoffkonzentration in der Zelle oderch Verlust von Fura-2 durch Exozytose.
Um eine weitgehende Unabhangigkeit von diesen &Ss#n zu erreichen, setzten Grynkie-
wicz et al. die Fluoreszenzintensitaten nach dualmegung als Quotienten in Beziehung
zueinander (engliscRatio). In den hier beschriebenen Versuchen wurde Fumat-2icht der
Wellenlangen 340 und 380 nm angeregt. AnderungsrvVeehaltnis R 340/380 (Ratif/ss)
waren gleichbedeutend mit Veranderungen der intcadeen C&*-Konzentration. Die abso-
luten Anderungen der &aKonzentration lieBen sich mit der Dissoziationskante und fol-
gender Gleichung nach Grynkiewicz berechnen:

{_R—RH‘HH} Siz
{:Rmax—ﬁ’} Sk2

[ca®|i=k,

Rmin entspricht dabei dem Quotienten aus den Fluoreszenszitaten unter Gafreien Be-

dingungen (Ratio/349, Rmax Stellt entsprechend die maximale Ratio dar, bedee gesamte
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Farbstoff mit C4' gesattigt vorliegt (Ratigoss) und R steht fir den jeweiligen Quotient der
Fluoreszenzintensitat bei den Anregungswellen 3d@nd 380 nm (Ratkag/3sg-

Die Kyist die Dissoziationskonstante fur Fura-2 (nachn&gwicz 135 nM in 100 mM KC|
20°C; pH 7,1-7,2), Sfdie Fluoreszenzintensitat des’Ghieien Farbstoffs bei der Wellenlan-
ge A2 = 380nm und Shdie Floureszenzintensitat des’Ggebundenen Fura-2 bei ebenfalls
A2 =380 nm. Die Werte fur &, Rmax Sk und Sh mussten zuvor durch die unten beschriebe-

ne Kalibration ermittelt werden.

2.2.4. Versuchsaufbau

Der sich aus mehreren Geraten zusammensetzendaralessstand umfasst unter anderem
eine Xenonlampe (Osram XPO 75 W/2), die mittelegischnell rotierenden Filters (6 / sec)
Licht von 340 nm und 380 nm Wellenlange zur Anregdes Farbstoffes erzeugt. Das Licht
der floureszenzanregenden Wellenlangen wurde deBemd Uber ein Fluoreszenzobjektiv
(Plan-Neofluar, 20x; 0,50 Zeiss) des Inversmikrgsk(Zeiss Axiovert 100) durch eine Blen-
de auf die Zellgruppen fokussiert.

Das von den mit Farbstoff beladenen Zellen ausgksdfuoreszenzsignal wurde von einem
Photomultiplier bei 510 nm (Hamamatsu 928 SF) geeresDie Registrierung der Signale
erfolgten Uber einen Verstarker (Dual WavelengthtBimeter; Luigs & Neumann, Ratingen).
Anschliel3end wurden die Signale von einem AD/DA lan (HEKA Electronics; Patch
Clamp EPC 9; Lambrecht) digitalisiert und waren gdiir den Computer nutzbar. Sie wur-
den als Datenfile aufgezeichnet und konnten darirHilfe des Programms TIDA fur Win-
dows ausgewertet werden. Die gemessenen Fluoresgermaten fir 340 nm und 380 nm
wurden dabei getrennt aufgezeichnet. Im TIDA-Prograwurde abschliel3end der Quotient
beider Fluoreszenzantworten berechnet und die bestntrazellulare Ca-Konzentration
ermittelt.

Die mit Fura-2 beladenen Zellen befanden sich angne Deckglaschen, welches in die Mitte
einer Perfusionskammer eingebracht wurde, Ubesiderdas inverse Mikroskop befand. Eine
an der Hinterseite der Kammer befindliche Rollerpenfiihrte dem System kontinuierlich
die jeweiligen Losungen zu und sorgte fur einenungsaustausch innerhalb von Sekunden
sowie einen konstanten Flussigkeitsspiegel in dafuBionskammer. Der Abfluss erfolgte
Uber die Kammervorderseite. Die Abbildung 2.6. zeghematisch den Aufbau des beschrie-

benen Versuchsstandes.
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Abb. 2.6.: Schematische Darstellung des Fura-Messstandes

2.2.5. Versuchsdurchfiihrung

Die verwendeten Zellkulturen sollten im optimalesllFetwa 14 Tage alt und semikonfluent
bis konfluent sein. Die Zellen wurden aus dem Biutsnk entnommen, unter dem Mikro-
skop auf Konfluenz Uberprift und mit Ringerldsungsmilt. Anschlielend folgte die 30-
minutige Inkubation der Zellen mitgM Fura-2-AM bei Raumtemperatur und unter maximal
abgedunkelten Verhéltnissen. Wéahrend der Inkubstieih wurde der Messstand vorbereitet
und ein zellbeladenes Deckglaschen ohne Fura-lnkub@n die Versuchskammer einge-
bracht, um das Messgerat abzugleichen und an deviarhaltnisse anzupassen.

Nach dem Abgleich musste darauf geachtet werdess, di@ Lichtverhaltnisse im Raum kon-
stant blieben. Der Versuchsraum sollte dabei s&elumie nur méglich gehalten werden, um
Streulicht und ein Ausbleichen des Farbstoffes eumeiden. Dann wurden die inkubierten
Zellen fur eine weitere halbe Stunde in der Peoluskammer mit Ringerlésung gespult, um
extrazellulare Fura-Reste auszuwaschen. Danacheéomib dem Versuch begonnen werden.
Zuerst wurde die Ruhe-&aKonzentration ermittelt. AnschlieBend wurden die untersu-
chenden Substanzen zugefuhrt und die resultiereRilemweszenzsignale kontinuierlich auf
dem Computer aufgezeichnet.



39

Am Ende eines Versuches wurde dann eine Kalibrggmit entsprechenden Eichlésungen
durchgefiihrt, um die absolute T#&onzentration der Zellen ermitteln zu kénnen. Fier
erfolgte zunachst eine Spillung mit’‘Gaeier Ringerlésung (mit 10 mM EGTA versetzt), bis
ein stabiles Signal erreicht war. Danach wurde Zelfen C&*-freie Ringerlésung mit lono-
mycin (10° M) appliziert. lonomycin ist ein Calcium-lonophand erhdht durch Porenbil-
dung die Calcium-Permeabilitdt der Zellmembran. $&@kutiv diffundiert Calcium entlang
seines Gradienten in den Extrazellularraum, woasdlurch EGTA gebunden wird. Dabei
werden auch die intrazellularen T&peicher weitgehend entleert, so dass Fura irzelke
nahezu C&-frei vorliegt und Ry, ermittelt werden kann.

Im Anschluss daran wurde €zhaltige Ringerlésung mit lonomycin appliziert, dssifdt die
Cd*-Konzentration der Extrazellularlésung befand sitirch die Porenbildung nun auch
intrazellular. Unter diesen Bedingungen lag Furia-2ler Zelle C&'-gesattigt vor und R

konnte berechnet werden.

2.2.6. Versuchsauswertung und Statistik

Die Auswertung der Versuche, deren Gesamtzahl mitxnangegeben wurde, erfolgte tber
das vorher erwahnte TIDA-Programm. Dort wurden @iezelnen Versuche abgespeichert
und konnten mit Hilfe des Programms analysiert werdnin, Rnax Sowie Sf§ und Sh wur-
den daflir vorher aus den Eichungs- bzw. Registigskurven abgelesen und dann in die
Gleichung von Grynkiewicz eingesetzt. Resultat dessar eine Kurve, aus der die intrazel-
luldre C&*- Konzentration im Versuchsverlauf abgelesen wetdemte.

Um die Wirkung der einzelnen Substanzen auf dimieflulare C&-Konzentration zu ermit-
teln, wurde die Ruhe-GaKonzentration als 100 % gesetzt und die maximatezellulare
Cd*-Konzentration, die nach Applikation der Substaneeeicht wurde, dazu in Bezug ge-
setzt.

Die Daten sind als Mittelwert £ SEM (standard erobrmean) angegeben. Die statistische
Auswertung erfolgte wie auch bei den Kontraktionssuggen mit dem t-Test nach Student.
Eine Signifikanz bestand wie Ublich bei einer Immswahrscheinlichkeit von p<0,05, wobei
auch hier bei den Abbildungen gilt: p<0,05(*); p&D(**) und p<0,001(***).
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2.2.7. Verwendete Losungen und Pharmaka

Es wurden folgende Losungen verwendet:

Stammldésungen : HEPES-gepufferte Ringerldsomzentration in mM): 151 Na5
' 1,7 C&%; 0,9 Md™*; 156,7 CI, 0,9 SQ*; 1 H,PQy’; 10 HEPES und 5
Glucose
Fura-2-AM wurdeanauch lonomycin in DMSO (Dimethylsulfoxid) ge-

|6st. Beide Subgien lagen in einer Endkonzentration voi? M vor.

Eichlésungen : Ghfreie Losungentsprichtin ihrer Zusammensetzung der Extrazellular-
|l6sung ohne diggZbe von Calcium sowie zusatzlich 10 mM EGTA
und 2O lonomycin

: C&™-haltige Losung entspricht in ihrer ZusammensetzaiergExtrazel-

lularldsung sowiesitzlich 1G M lonomycin
Alle hierfir verwendeten Chemikalien wurden von Bema Sigma bezogen.

Folgende Pharmaka wurden der Extrazellulariésungevidl der jeweiligen Versuche in den
angegebenen Konzentrationen hinzu gegeben:

- Endothelin-1 (16M); (Alexis Deutschland GmbH, Griinberg)

- Fluprostenol (=Travoprost®) (1); (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI)

- PGRy, (10°M); (Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI)

- AL-8810 (10°M); (Sigma Aldrich, Deutschland).
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3. Versuchsergebnisse

3.1. Ergebnisse zur Wirkung von Fluprostenol auf die Kortraktion im bovinen

Trabekelmaschenwerk (BTM)

3.1.1. Die Wirkung von Fluprostenol auf die Carbachol-indute Kontraktion des BTM

Carbachol ist ein Parasympathomimetikum mit dinek¥rkung auf Muscarinrezeptoren. Es
induziert im bovinen Trabekelmaschenwerk in einenkentration von I®M eine maximal
maogliche Kontraktion. Die Carbachol-induzierte Kiaktion diente bei allen durchgefuhrten
Kontraktionsmessungen als Referenzwert flur wekenatraktionen im Versuchsverlauf.

Das Prostaglandin-Analogon Fluprostenol (Fluprasitésopropylester = Travoprost) ist ein
Agonist des Prostaglandin F — Rezeptors (FP-Riplgendem Versuch wurde der Effekt von
Fluprostenol auf die Carbachol-induzierte Kontraktim BTM untersucht. Dazu wurden die
Gewebestreifen tber 20 Minuten mit Fluprostenolulnkrt. AnschlieRend wurde Carbachol

in einer Konzentration von TOM fiir weitere 20 Minuten dazu gegeben.

Fluprostenol
+ Carbachol
—

100 A
Carbachol
E\O/
_5 50 A
<
©
1<
o
X Q
O .
0 30 60 90 120 150

Zeit (min)

Abb. 3.1.: Das Kurvendiagramm zeigt eine Originalregistngyuzweier typischer Kontraktionskurven des
BTM. Dabei zeigt die schwarze Kurve die reine Cahwmdvermittelte Kontraktion, die graue die Carbaleh

vermittelte Kontraktion nach Vorinkubation und imikbination mit dem FP-Rezeptor-Agonisten Fluprasten
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Die Abbildung 3.1. zeigt den Verlauf der Carbacimaluzierten Kontraktion unter Zugabe
von Fluprostenol (1&M). Es wurde eine relative Kontraktionskraft von71R2 %+ 18.6 %

(n=7) gemessen, die nicht signifikant verschiedem der reinen Carbachol-induzierten Kon-
traktion war (p>0,05). Fluprostenol hat somit keir€influss auf den Tonus-Grundzustand

oder die durch Carbachol induzierte Kontraktion.

3.1.2. Die Wirkung von Fluprostenol auf die Endothelindimzéerte Kontraktion des BTM

Wie vorangegangene Experimente zeigten, induziast [dopeptid Endothelin-1 (ET-1) in
einer Konzentration von OM am BTM eine Kontraktion von 61.5 + 8.4 % (n=i6)Bezug
zur maximal mdglichen Kontraktion mit Carbachol.

Analog zu vorangegangenen Versuchen unserer Agpefise mit PGk, [70] sollte hier ge-
klart werden, ob Fluprostenol die gleiche inhibrete Wirkung auf die ET-1 vermittelte Kon-
traktion zeigt wie PGJ. Der Versuchsablauf entsprach dem der Vorversagh€arbachol.

Bei den Kontraktionsmessungen wurde ET-1 in einamaéntration von I®M zugesetzt.

100 T LY ET-1

Fluprostenol
+ ET-1

Kontraktion (%)
(6]
o

i S

%

T T T T T

0 30 60 90 120 150
Zeit (min)

Abb. 3.2.: Originalregistrierung zweier typischer ET-1-vermitér Kontraktionskurven im BTM mit (graue
Kurve) und ohne (schwarze Kurve) Vorinkubation ufidgabe von Fluprostenol nach einem Carbachol-

induzierten Peak.
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Aus den Versuchsdaten geht hervor, dass Fluprdstééemso wie PGE einen hemmenden
Effekt auf die ET-1-induzierte Kontraktion hat. Beebetragt in Gegenwart von Fluprostenol
25.0 %+ 6.5 % der Carbachol-induzierten Kontraktion (np&0,05). Die Abbildung 3.2.

zeigt einen zu diesem Versuch exemplarischen Kwestsuf.

3.1.3. Die Wirkung von Fluprostenol in Kombination mit 8810 auf die ET-1 induzierte

Kontraktion des BTM

Um zu uberprifen, ob der hemmende Effekt von Flsterwol auf die Endothelinkontraktion
iber den FP-Rezeptor vermittelt wird, wurde Flugenel (10° M) nach einer 20-miniitigen
Vorinkubation und unter anschlieRender Zugabe defk€&zeptor-Antagonisten Al-8810 in
einer Konzentration von 10M appliziert. AnschlieRend wurde ET-1 (1®1) tiber einen

Zeitraum von 40 Minuten zugesetzt.
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Abb. 3.3.: Originalregistrierung einer typischen ET-1-vereliitn Kontraktionskurve nach Inkubation des BTM

mit dem FP-Rezeptor-Antagonisten Al-8810 und Flspgool im Anschluss an einen Carbachol-induzierten

Peak.
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Wie die Abbildung 3.3. verdeutlicht, wird durch diigabe von Al-8810 der inhibierende
Effekt von Fluprostenol auf die Endothelin-indusgeKontraktion des BTM aufgehoben. Un-
ter diesen Bedingungen betrug die relative Kontoakkraft 50.3 % + 6.1 % (n=6) und unter-
schied sich damit nicht signifikant von der ET-thizierten Kontraktion (p>0,05).

3.1.4. Zusammenfassung der Wirkung von Fluprostenol auKdintraktion im BTM

Die bisherigen Versuche zeigten, dass Fluprostamiotlie Endothelin-induzierte Kontraktion
eine inhibierende Wirkung hat. Der FP-Rezeptor-gatast Al-8810 konnte diese Wirkung
aufheben. Fluprostenol hatte keinen Einfluss aaf @arbachol-induzierte Kontraktion und
zeigte keinen Einfluss auf den Grundtonus. Eineadueenfassung der Ergebnisse von 3.1.1.
bis 3.1.3. sieht man in der Abbildung 3.4..
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Abb. 3.4.: Effekt von Fluprostenol auf die Carbachol- indutgekontraktion und auf die ET-1-induzierte Kon-
traktion mit und ohne Zugabe des FP-Rezeptor-Amtiasten Al-8810.



45

3.2. Ergebnisse zur Wirkung von Fluprostenol auf die intazellulire Ca?*- Konzen-
tration des BTM

Eine weitere Mdglichkeit die unter 3.1. beobachidtegebnisse zu festigen, ist die Durchfih-
rung von Calciummessungen an kultivierten BTM-Zellén der folgenden Versuchsreihe
wurde die Wirkung von Endothelin alleine und in Kmmation mit Fluprostenol auf die intra-

zellulare C&*-Konzentration in BTM-Zellen untersucht.

3.2.1. Die Wirkung von Endothelin-1 auf die intrazellulie*-Konzentration im BTM

Unter Ruhebedingungen betrug die intrazellular& ®anzentration von BTM-Zellen 816
9.6 nM (n=10). In kultivierten BTM-Zellen bewirkteT-1 (10° M) einen charakteristischen
Anstieg der intrazellularen &aKonzentration ([C&];) auf 203.8 %+ 23.3% (n=4) gegen-
Uber dem Ruhewert (siehe Abb.3.5 und Abb. 3.7.).
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Abb. 3.5.: Originalregistrierung einer EaMessung — Anstieg des [Efin BTM-Zellen durch ET-1.
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3.2.2. Die Wirkung von Fluprostenol auf den Endothelintimgbrten Anstieg der intrazellu-

laren Ca-Konzentration im BTM

Um zu Uberpriifen, ob Fluprostenol auf den ET-1-meiden CA&'-Anstieg einen ahnlich
hemmenden Effekt wie auf die Kontraktion ausiibttden C&*-Messungen durchgefiihrt.
Unter Zugabe von Fluprostenol (5¥1M), welches selbst keine Wirkung auf die intrazéHu
re C&"-Konzentration hat, kam es zu einer deutlichen 8egkdes Endothelin-induzierten
Anstiegs des ([CGd]; auf 141.5 %+ 6.0 % (n=5) im Vergleich zum Ruhewert (siehe Abl6. 3
und Abb.3.7.).
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Abb. 3.6.: Originalregistrierung einer aMessung — Effekt des FP-Rezeptor-Agonisten Flupras auf den
ET-1-induzierten Cd-Anstieg in BTM-Zellen. Der charakteristische’GReak ist deutlich geringer.

3.2.3. Zusammenfassung der Ergebnisse déf-B®ssungen

Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisge der Abbildung 3.7. in Form eines
Balkendiagramms zu sehen. ET-1 bewirkt einen digmten Anstieg der intrazellularen

Konzentration an freiem Calcium (p<0,05). Durch @&asstaglandin-Analogon Fluprostenol
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wird dieser Anstieg inhibiert. Somit bewirkt Flugtenol eine signifikante Reduktion des
Endothelin-induzierten Effekts (p<0,05).

300 7

2501 N

200 1

150 1

[Ca2", (%)

100 1

50 1

O‘@
. 9’
9\
%‘3

Abb. 3.7.: Wirkung des FP-Rezeptor-Agonisten Fluprostenoldzuf ET-1-induzierten Anstieg des f(a

3.3. Ergebnisse zur Wirkung von PGk, auf die Kontraktion im BTM unter Ca 2*-

freien Versuchsbedingungen

Es ist bekannt, dass Endothelin sowohl ein&-@bhangige als auch eine ‘Ganabhangige
Kontraktion induziert. Gegenstand der folgendensuehsreihe war im Speziellen die Wir-
kung von PGE, auf die Endothelin-induzierte Kontraktion unteGreien Bedingungen.

Das Prostaglandin-Analogon P&Fgehort wie Fluprostenol zu den Agonisten des FP-
Rezeptors. Es hat am BTM &hnliche Wirkungen wigfdatenol, das heil3t, es bewirkt eine
partielle Hemmung der Endothelin-induzierten Koktie [70]. Es wurde Uberpruft, ob die-
ser partiell hemmende Effekt auch untef'ceeien Versuchsbedingungen gilt. Nach Auslé-
sen der Kontrollkontraktion unter Carbachol wur@éid der fur die Versuche verwendeten
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Ringerlésung der Komplexbildner EGTA (1) und der membrangangige T&Chelator

BAPTA-AM (2* 10° M) zugesetzt. Dadurch wurden extra- und intrazétkiIC&'-freie Ver-
suchsbedingungen geschaffen. Die anschlie3endekapph von ET-1 zeigte, dass Endothe-
lin auch unter Cd-freien Bedingungen noch eine Kontraktion von 4%t 7.4 % (n=10)
induziert, welche durch die Vorinkubation mit P&Bignifikant auf 17.7 % = 5.9 % (n=6;
p<0,05) reduziert wird (siehe Abb. 3.8. und Abi®.B.
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Abb. 3.8.: Originalregistrierung zweier ET-1-vermittelter Kaaktionskurven unter Ghfreien Versuchsbe-

dingungen im Anschluss an einen Carbachol-indumiePeak unter Gahaltigen Bedingungen. Dabei zeigt die

graue Kurve die reine ET-1-vermittelte Kontraktioiie schwarze die ET-1-vermittelte Kontraktion natdrin-

kubation und in Kombination mit dem FP-Rezeptor-Aigten PGE;,.
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Abb. 3.9.: Wirkung des FP-Rezeptor-Agonisten BG&uf die ET-1-induzierte Kontraktion unter ‘Géreien
Versuchsbedingungen.
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4. Diskussion

Den Hauptangriffspunkt der heutigen Glaukomtheragpedlt immer noch die Senkung des
IOD dar. Das gilt sowohl fir den konservativ-medientdsen als auch fur den chirurgisch-
interventionellen Therapieansatz.

Alle bisher verwendeten Glaukompharmaka erzielae &0D-Senkung, indem sie entweder
die Kammerwassersekretion hemmen oder den Kammsevedsluss beeinflussen, und zwar
hauptséachlich Gber die uveosklerale Route. Diesistin Anbetracht dessen, dass der uveo-
sklerale Abflussweg zu nur ca. 15 % am Gesamtabtheseiligt ist, erstaunlich, da eine di-
rekte Beeinflussung tUber den konventionellen Wegy den mehr als 80 % des Kammerwas-
sers abfliel3en, einen sehr viel effektiveren Theaysatz bieten wirde.

Auch neuere Antiglaukomatosa wie die Substanzgrulgpdrostaglandin-Analoga, die mitt-
lerweile zu den Standardmedikamenten der Glaukaapies gehort, wirken tber eine Steige-
rung der Abflussrate. Allerdings wird der genauerRiviechanismus dieser Préaparatgruppe
noch kontrovers diskutiert. So gehen manche Forsdaeon aus, dass die Prostaglandin-
Analoga hauptsachlich tber eine Steigerung dersklemlen Abflussrate zur IOD-Senkung
beitragen [78, 79]. Andere vermuten einen EinflagE den konventionellen Abflussweg als
urséchlichen Wirkmechanismus und Erklarung firElektivitat der Prostaglandinanaloga
[69].

Die von uns durchgefuhrten Untersuchungen besamesinen Endothelin-antagonisierenden
Effekt der FP-Rezeptor-Agonisten am Trabekelmasekédnund unterstitzen somit die An-
nahme, dass Prostaglandin-Analoga den konventemelbflussweg beeinflussen. Dabei
wurde im Wesentlichen die Kontraktilitdt des Trablekaschenwerks untersucht. Aus vo-
rausgegangenen Untersuchungen wissen wir, das$rdaskelmaschenwerk und die glatte
Muskulatur in vielerlei Hinsicht wie z.B. in Morplagie, Kontraktionsregulation und funkti-
onellem Verhalten nahezu identisch sind [33, 80i Wir die glatte Muskulatur ist auch fur
das bovine Trabekelmaschenwerk neben einef"-&héangigen eine Gaunabhangige
Signaltransduktion beschrieben worden [37, 81, 8R]sere Kontraktilitditsuntersuchungen
beziehen beide Signaltransduktionswege mit ein.

Neben der von uns untersuchten trabekularen Kariité@kgibt es noch einige andere Theo-
rien Uber die Abflussregulation im TrabekelmascherkwEinige Arbeitsgruppen gehen da-
von aus, dass spezifische Veranderungen des Zytiskeer Trabekelmaschenwerkzellen
den konventionellen Abfluss beeinflussen [83, 84rschieden Faktoren wie mechanische
Spannung und hydrostatischer Druck beeinflussenragdlieren dabei komplexe Interakti-
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onssysteme des trabekularen Zytoskeletts und sirithdr an der Regulation des Kammer-
wasserabflusses beteiligt. Eine weitere bedeut&ulle soll den Auf- und Abbauprozessen
der Extrazellularmatrix der Trabekelmaschenwerkreiukommen. Daran sind vor allem so
genannte Metalloproteinasen und ihre Inhibitoretreibgt, welche im Rahmen von Remodel-
lierungsprozessen Uber Veranderungen des extrizeluwWiderstands einen Einfluss auf den

Kammerwasserabfluss auszuiben scheinen [19].

4.1. Endothelin-1

Das Peptid Endothelin-1 gehort zu den potentestisher bekannten Vasokonstriktoren und
wird unter anderem von den Endothelzellen der Geg#bildet. Es hat eine grol3e Bedeutung
bei der Gefallhomoostase und ist an einer Vielzamlpathologischen Prozessen wie kardio-
vaskularen Erkrankungen beteiligt.

Am Auge spielt es ebenfalls eine bedeutende Rdahlreiche Untersuchungsergebnisse
sprechen dafir, dass ET-1 an der Pathogenese dakoBls mitbeteiligt ist. So hat man im
Kammerwasser von Patienten mit POWG und mit Psedidicetionsglaukom erhéhte Endo-
thelinkonzentrationen im Vergleich zu gesunden Bnolen gefunden [58, 59, 85]. Dazu passt
auch der Befund, dass im Blutplasma von PatientéMNormaldruckglaukom eine Erhdhung
der Endothelinkonzentration nachgewiesen wurdeg@,

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass Endothelind seine Rezeptoren in verschiedenen
Geweben des Auges vorkommen und dort eine regideba Funktion zu haben scheinen.
Endothelin wird vor allem vom Ziliarepithel proderi und ins Kammerwasser sezerniert, ist
aber unter anderem auch im Kornealepithel, im aétim GefalRendothel, in der Iris und in der
Papilla nervi optici zu finden [49].

An der glatten GefalBmuskulatur und den PerizytenAdeges verursacht ET-1 eine Kontrak-
tion und scheint folglich an der Regulation vonrater und chorioidaler Durchblutung betei-
ligt zu sein [49, 61]. Durch seine nachgewiesenetradtile Wirkung auf Trabekelmaschen-
werk und Ziliarmuskel hat ET-1 aul3erdem Einfluscdie Regulation der Kammerwasserdy-
namik und damit den 10D [39]. Seine Wirkung vereiitET-1 Gber zwei Rezeptortypen, den
Endothelin-Rezeptor A (EaFRezeptor) und den Endothelin-Rezeptor B{fRezeptor) [44].
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41.1. Endothelinrezeptoren

Die beiden Endothelin-RezeptorsubtypensHind ETs werden von den verschiedenen Ge-
weben des Korpers in unterschiedlicher Haufigked Werteilung exprimiert [86]. Der EaF
Rezeptor, der vor allem auf glatten Muskelzellen @efal3e und anderer Organe sowie auf
Kardiomyozyten zu finden ist, bindet unter physgiehen Bedingungen die verschiedenen
Endothelin-Isoformen mit unterschiedlicher Afféit(ET-1 > ET-2 >>ET-3). Die stark vaso-
konstriktorische Wirkung von ET-1 wird Uber diesguabtyp vermittelt. Der BsFRezeptor,
der vor allem auf Epithel- und Endothelzellen ¢5T aber auch auf glatten Muskelzellen
(ETg2) nachweisbar ist, bindet dagegen alle drei Isoéormmit anndhernd gleicher Affinitat.
Eine Aktivierung dieses Rezeptorsubtyps kann soveam Vasodilatation (Esk), die tUber
die Freisetzung von NO vermittelt wird [87], alschieine Vasokonstriktion (E}) zur Folge
haben.

Bei beiden Rezeptorsubtypen handelt es sich umo&iRrgekoppelte Rezeptoren der Super-
familie der heptahelikalen Transmembranproteinecbulie Bindung von ET-1 an die ent-
sprechenden Rezeptoren werden verschiedene G+Rtineereinheiten aktiviert, die je nach
Spezifitat fur die weitere Signaltransduktion Gber Phospholipase C oder die Adenylatcyc-
lase verantwortlich sind. Diese Enzyme sind dandearBildung diverser Second Messenger
wie cCAMP, NO, Inositoltrisphosphat @Pund Diacylglycerol (DAG) beteiligt. Wahrend der
ETa-Rezeptor-vermittelte Signalweg vor allem zu eigenéhung von intrazellularem Calci-
um (Uber IR) oder einer Aktivierung der Proteinkinase C (UD&G) fluhrt, fordert die E§-
Rezeptor-Aktivierung unter anderem die Produktion ¢AMP und die NO-vermittelte Pro-
duktion von cGMP.

Im Auge konnte der EsFRezeptor vor allem in chorioidalen und retinaldnt§efalen, der
ETs-Rezeptor dagegen Uberwiegend in neuralen unceglidiervenzellen der Retina gefun-
den werden [88]. Auch im Trabekelmaschenwerk undrznuskel lassen sich beide Rezep-

tortypen nachweisen [89, 90].

4.1.2. Endothelin und seine Bedeutung fir den 10D

Zahlreiche Untersuchungen in den letzten Jahresemeauf einen Zusammenhang zwischen

ET-1 und der Pathogenese des Glaukoms hin.
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ET-Rezeptoren finden sich sowohl am Trabekelmasebdnals auch am Ziliarmuskel und
an beiden Geweben lasst sich durch ET-1 eine Kkirdgrainduzieren. Beide Gewebe sind im
Wesentlichen an der Regulation des Kammerwassassglt und damit des 10D beteiligt.
Entsprechend dem oben beschriebenen funktionell@aglnismus zwischen Ziliarmuskel
und Trabekelmaschenwerk (siehe Kap.1.8.2) beddiget dass ET-1 direkt in die Regulation
des 10D eingreifen kann.

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, des<€T-1-induzierte Kontraktion des
Trabekelmaschenwerks und des Ziliarmuskels wahrslatie in erster Linie durch Aktivie-
rung des EX-Rezeptor vermittelt werden, wohingegen die Aldiung des Ed-Rezeptors
lediglich eine Kontraktion des Ziliarmuskels aug$zen scheint [91]. So hatte eine Blockie-
rung des EI-Rezeptors eine deutliche Abschwachung der Kontagkraft des Trabekel-
maschenwerks zur Folge, wahrend die BlockierungEdgsRezeptors die Kontraktion nicht
inhibieren konnte. Ahnliche Beobachtungen wurdeindeen Endothelin-induzierten Anstieg
des intrazellularen Calciums gemacht. Auch dieserdes hauptséchlich durch Aktivierung
des ET -Rezeptors bewirkt. Die funktionelle Bedeutung &dg-Rezeptors fur das Trabe-
kelmaschenwerk ist bis heute noch nicht ausreiclyekthrt.

Bei einer bezuglich der Kontraktionkraft unterschieh ausgepragten Endothelinwirkung auf
das Trabekelmaschenwerk bzw. den Ziliarmuskel hdat dass sich das Gleichgewicht so-
wohl in Richtung einer I0D-Senkung als auch ei@DiErhdhung beeinflussen lasst. Folg-
lich misste es bei einem Trabekelmaschenwerk-tbgemden Kontraktions-Effekt von ET-
1, wie er von Lepple-Wienhues et al. [39] besclaielwurde, zu einer Erhéhung des Ab-
flusswiderstands und damit des IOD kommen. Beachtet dabei noch, welche Bedeutung
das Trabekelmaschenwerk fur den konventionelleduabiveg, Gber den mehr als 80 % des
Kammerwassers abflie3en, hat, so wird deutlichs @ase Endothelin-Antagonisierung eine

zielgerichtete und auf3erst effektive Therapieophietet.

4.1.3. Endothelin-Antagonisierung durch Unoprostone

Die Vermutung, dass therapeutisch eingesetzte lantigmatosa Uber eine Endothelin-
Antagonisierung wirken kénnten, wurde im Jahr 200t der Arbeitsgruppe um Michael
Wiederholt aufgestellt [69]. Sie untersuchte diesigdich die Wirkmechanismen von Uno-
prostone-Isopropyl, einem neueren synthetischero®awid, das bereits seit Jahren erfolg-

reich in Japan fur die Glaukomtherapie genutzt wislist das einzige bisher bekannte Doco-
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sanoid, das Uber eine IOD-senkende Wirkung und Aiffieitat zum FP-Rezeptor verflugt.
Welche Wirkmechanismen fir die IOD-Senkung veramtiebd sind, blieb jedoch lange un-
klar.

Docosanoide sind nattrliche Derivate der Docosatresé@ure (DHA), einer mehrfach unge-
sattigten Fettséure, die zur Klasse der Omega{3dteen gehort. Sie verfigen Uber neu-
roprotektive Eigenschaften, weshalb sie auch utéerBezeichnung ,Neuroprotectine” be-
kannt sind. Fir DHA, der ,Muttersubstanz* des Uragtone-Molekuls, konnte von mehreren
Arbeitsgruppen ein vasorelaxierender Effekt nachgesn werden [92-94]. Dabei war die
vasorelaxierende Wirkung jedoch Endothel-abhangkj.[Diese Erkenntnisse veranlassten
Thieme et al. nachzuprtfen, ob sich mit den belamh¥irkungen von DHA auch die I0D-
senkende Wirkung seines Derivats Unoprostone enklisst, welches selbst ebenfalls vaso-
relaxierend wirkt [96]. Da sich Trabekelmaschenweflen bezuglich ihrer Kontraktilitat
ahnlich verhalten wie die glatten Muskelzellen @Gafalle, wurde die Wirkung von Uno-
prostone auf Carbachol- und ET-1-induzierte Korttasen am Trabekelmaschenwerk unter-
sucht. Die Untersuchungen zeigten, dass Unoprostemerlei Einfluss auf den Basistonus
und die durch Carbachol induzierte Kontraktionettehaauf ET-induzierte Kontraktionen
jedoch einen deutlich inhibierenden Effekt ausulbte.

Dies spricht fur unterschiedliche Mechanismen, Uber muscarinerge und Endothelin-
Rezeptoren zu einer Kontraktion des Trabekelmasebes filhren. Unoprostone scheint
demnach uber seinen Effekt auf die Kontraktilités drabekelmaschenwerks einen Einfluss
auf den konventionellen Kammerwasserabfluss zurhabe

Prostaglandine entstehen aus der Arachidonsdumer ebenfalls mehrfach ungesattigten
Fettsdure, die sich von der Omega-6-Fettsdure tablehuch die Substanzklasse der
Prostaglandine verfugt je nach Unterform Uber véatierende bzw. muskelrelaxierende Ef-
fekte. Beachtet man zusatzlich die chemische Sitraknlichkeit zwischen Unoprostone und
PGF2x bzw. seinem Derivat Travoprost® (siehe Abb. 4.40))asst sich auch hier ein &hnli-

cher Wirkmechanismus am Trabekelmaschenwerk vemmute
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Abb. 4.1.: (aus: Nguyen, Q.H. — The Role of Prostaglandin 8gaés in the Treatment of Glaucoma in th& 21
Century [67])
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4.2. Prostaglandine und ihre Bedeutung fir den 10D

Obwohl Prostaglandin-Derivate schon seit einigdmwelaihren festen Platz in der Glaukom-
therapie haben, ist der genaue Wirkmechanismusrdi@sierst potenten 10D-senkenden
Pharmaka noch nicht vollstandig aufgeklart. Bistbenird Uberwiegend die Meinung vertre-
ten, dass sie vor allem Uber eine Steigerung deoskleralen Abflussrate eine I0D-Senkung
bewirken.

Wie in Kapitel 1.6.3. beschrieben, flie3t das Kammaesser beim uveoskleralen Abflussweg
Uber die Iriswurzel und die interstitiellen Raumes dZiliarmuskels in den Suprachoroidal-
raum. Den Hauptwiderstand bildet der Ziliarmuslkd.ist zwar nicht eindeutig aufgeschlis-
selt, was genau die Verbesserung des Abflusseskigdnch man geht davon aus, dass vor
allem die Prostaglandin-induzierte Steigerung desyithese von bestimmten Metallopro-
teinasen am Ziliarmuskel die Ursache ist [97-99ftii.-Metalloproteinasen (MMP) be-
zeichnen eine Familie substratspezifischer Endageegen und sind wichtige Modulatoren im
Gewebe-Remodeling. Ihre Aufgabe besteht unter andelarin, Bestandteile der Extrazellu-
larmatrix wie Kollagen und Laminin abzubauen. Amgaufiihrt das wahrscheinlich unter
anderem dazu, dass die Bindegewebsspalten zwistdrediliarmuskelfasern erweitert wer-
den und der hydraulische Widerstand vom Ziliarmusdkelurch herabgesetzt wird. Dies wie-
derum erhoht die Abflussrate, was eine Senkund@Bsach sich zieht [100].

Der hier beschriebene Prozess bezilglich des UmihesiZiliarmuskels mittels der MMP
lasst erkennen, dass dies ein Zeit beanspruch&faigang ist. Die Wirkung setzt nach der
Applikation der Prostaglandin-Analoga jedoch veidisweise schnell ein, was unvermeidbar
die Frage nach der Beteiligung anderer Mechanisawdwirft. Einige Autoren gehen von
einer Beteiligung von Myosin-Leichtketten-KinasdiL(CK) an dem IOD-senkenden Effekt
der Prostaglandin-Analoga aus, welche Uber Ver&mgen der Kontraktion und Relaxation
von glatter Muskulatur in der Vorderkammer fir #ierkung dieser Antiglaukomatosa von
Bedeutung sein sollen [101, 102].

Diese Arbeit zeigt, dass Fluprostenol einen Endotifntagonismus am Trabekelmaschen-
werk auslbt. Aufgrund dieser und vorausgehendeerduthungsergebnisse mit anderen
Prostaglandin-Analoga vermuten wir deshalb, dasstBglandine und deren Analoga ihre
Wirkung vor allem durch einen Eingriff in den komé®nellen Abflussweg entfalten und
Uber einen Endothelin-Antagonismus verfiigen, widlierdas Unoprostone bereits nachge-

wiesen werden konnte.
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4.2.1. Der Einfluss von PGf; und anderen Prostaglandinen auf die GefaBmuskulatu

Zahlreiche Untersuchungsergebnisse der letztere Jabisen darauf hin, dass Trabekelma-
schenwerk und glatte Muskulatur in Morphologie, gtastung mit Proteinen der Kontrakti-
onsregulation und funktionellem Verhalten nahezeréimstimmen [31-33].

Prostaglandine kénnen durch Aktivierung verschiedelfrostaglandin-Rezeptoren sowohl
eine Relaxation als auch eine Kontraktion an ghatMuskelgewebe bewirken. Anhand ihrer
Signaltransduktion und Wirkung kann man die Prdatatjnrezeptoren in drei Kategorien
einteilen: relaxierende, kontraktile und inhibismiie Rezeptoren. Die sogenannten relaxie-
renden Rezeptoren, zu denen der IP,- EBRd DP-Rezeptor gehort, bewirken Gber die Stimu-
lation der Adenylatzyklase eine Erh6hung der cAMé1Kentration und damit eine Relaxati-
on der glatten Muskelzellen. Dagegen fuhren disdiszhen kontraktilen Rezeptoren wie der
TP-, FP- und EPRezeptor Uber eine Erhdhung der intrazellulareA’&anzentration zu
einer Kontraktion an Glattmuskel-Zellen. Die Erhdguwes intrazellularen Calciums erfolgt
dabei Uber die Stimulation der Phospholipase Cangchlieliender Bildung von Inositol-

Triphosphat (IB). Inhibitorische Rezeptoren, zu denen deg-REzeptor gezahlt wird, senken

den cAMP-Spiegel und verhindern damit die Relaxatler glatten Muskelzellen [103].

Glatte Muskelzellen bilden unter anderem die kddiieaWand unserer Blutgefal3e, auf wel-
che die Prostaglandine eine Wirkung ausiben, weddiel in der Pathogenese und Therapie
des Glaukoms eine Rolle zu spielen scheint.

Den potentesten Vasokonstriktor unter den Progstdgian stellt das Thromboxar, Aar, das
seine Wirkung tUber den TP-Rezeptor vermittelt. Hassischer Vasodilatator dagegen ist das
Prostacyclin (PG), das an den IP-Rezeptor bindet. RG#agegen, obwohl dem klassischen
FP-Rezeptor zugeschrieben, lasst sich nicht sachnéiner der beiden Kategorien zuordnen.
Bisher durchgefiihrte Untersuchungen zeigten variédhlekte bezuglich seiner Wirkung auf
die glatte Muskulatur der Gefale.

So ergaben Untersuchungen an isolierten Netzhatitart dass PGI-kontraktil auf das Ge-
faksystem wirkt, nach einer Vorkontraktion mit Etiin-1 jedoch tberraschend einen re-
laxierenden Effekt vorweist [104]. In isoliertenidrarterien dagegen konnte man unabhangig
von einer Vorkontraktion sowohl einen relaxierendds auch kontrahierenden Effekt von
PGR,, beobachten [105]. Die Kontraktionswirkung war dadtark dosisabhéngig. Interessan-
terweise liel3 sich durch gleichzeitige Gabe einesBlockers dieser kontraktile Effekt nicht
nur komplett aufheben, sondern sogar ins Gegeftmifihren. In Gegenwart des TP-
Blockers l6ste PGE eine deutliche Relaxation des GeféalRes aus. aBseiine TP-Rezeptor-
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vermittelte Kontraktion durch PGFvermuten. Die Frage danach, Gber welchen Rezdpmor
relaxierende Wirkung von PGFvermittelt wird, blieb dabei unbeantwortet, da nesme Be-
teiligung des FP-Rezeptors an der Relaxation fir eimwahrscheinlich hielt. Versuche an
humanen Pulmonalvenen zeigten ebenfalls, dass;R@Fmittelte Kontraktionen mittels
eines Inhibitors des Thromboxan-Rezeptors unterdriickt werden kénnen [106]. Datien
sem Versuch verwendete P£gfAnalogon Fluprostenol hatte als hochselektiverReReptor-
Agonist keine kontrahierende Wirkung auf das puladerGefal3, was auch in diesem Fall an
eine Beteiligung des TP-Rezeptors an der Kontraldenken lasst.

Die einzelnen Prostaglandin-Analoga sind, wie digsesuchsreihen verdeutlichen, nicht
Rezeptor-spezifisch und kdnnen an verschiedenestdglandin-Rezeptoren binden. Die je-
weilige Wirkung der Substanzen in den einzelnen &mm hangt damit vom Rezeptorbesatz
dieser Gewebe ab.

Der Uber PGk aktivierte FP-Rezeptor galt lange Zeit als Medialiverser Kontraktionsvor-
gange an glatter Muskulatur wie zum Beispiel anrli#¢107] oder am Kolon [108]. An Ge-
fallen verschiedener Spezies dagegen liel3 sich detéroraussetzung eines intakten Endo-
thels neben einem kontraktilen auch ein relaxiezerieffekt von PGE, beschreiben [109,
110]. Die PGR,-vermittelte vasorelaxierende Wirkung fuhrte matogh nicht auf den FP-
Rezeptor zuriick, sondern vermutete, dass ,P@€ fur eine Relaxationsvermittiung bekann-
ten Prostanoid-Rezeptoren IP-, DP- odep-RBzeptor stimuliert. Die Arbeitsgruppe um J.
Cheng konnte unter Einsatz des hochselektiven EegRers Fluprostenol zeigen, dass die
durch PGE, ausgeloste Relaxation der Jugularisvene des Klamiscvornehmlich tber den
FP-Rezeptor stattfindet [111]. Voraussetzung fiésen relaxierenden Effekt war jedoch wie
auch schon in anderen Untersuchungsreihen [113, éifidntaktes GefalRendothel, was die
Arbeitsgruppe zu der Annahme verleitete, dass dievRtion Uber endotheliale vasoaktive
Sustanzen wie zum Beispiel Stickstoffmonoxid (N@mittelt wird.

Zusammenfassend kann man sagen, dass viele dérRIGifg, ausgeldsten Kontraktionen an
der Gefallmuskulatur wahrscheinlich zumindest tedeveiber den TP-Rezeptor vermittelt
werden. Dagegen scheint der relaxierende Effelgedi®rostaglandins vornehmlich auf einer
Aktivierung des FP-Rezeptors zu beruhen, was jedackerschiedene Voraussetzung wie ein
intaktes GefalRendothel oder wie beim Trabekelmawsehek an eine ET-1-Vorkontraktion
gebunden ist. Der genaue Signaltransduktionswegy, dén die FP-Rezeptor-vermittelte Re-

laxation ablauft, ist jedoch noch nicht vollstandeklart.
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4.2.2. Nachweis und Bedeutung des FP-Rezeptors im Trabakehenwerk und anderen

okularen Geweben

Ubertragt man die unter 4.2.1 dargestellten Erksase¢ auf das Trabekelmaschenwerk des
Auges, so findet man Parallelen zu den von ungetegitgruppe durchgefuhrten Versuchen.
Auch fir das Trabekelmaschenwerk wurde eine dulGk,fausgeloste relaxierende Wir-
kung auf eine ET-1-induzierte Kontraktion bescheigbdie nachweislich Uber den FP-
Rezeptor vermittelt wird [70]. Im Gegensatz zu dewleren oben aufgefihrten Ergebnissen
liel3 sich fur PGE; jedoch kein kontraktiler Effekt auf das Trabekebetzenwerk nachweisen.
Dies zeigt, dass trotz einiger gemeinsamer Effekte PGk, auf Trabekelmaschenwerk- und
GefalRmuskelzellen auch Unterschiede bestehen, iwagefschiedene Rezeptorenbesetzung
und / oder Signaltransduktionswege in beiden Gewspeacht.

Der FP-Rezeptor konnte bereits in verschiedeneféoku Geweben des Menschen nachge-
wiesen werden [114-116]. So wurde mittels zahl@iadmmunhistochemischer und bioche-
mischer Methoden gezeigt, dass unter anderem dase&ound Ziliarepithel, der Ziliarmus-
kel sowie der Iris-Sphinctermuskel Uber eine hokpréssionsrate des FP-Rezeptor-Proteins
verfigen. Basierend auf diesen Ergebnissen veremuidie jeweiligen Arbeitsgruppen des-
halb, dass PGk Uber den FP-Rezeptor zu einem gesteigerten u\erasdth Abfluss und da-
mit zur IOD-Senkung beitragt.

Und obwohl die Arbeitsgruppe um Anthony T.L. besei©98 bewies, dass der FP-Rezeptor
auch in humanen Trabekelmaschenwerkzellen anzufirslg117], wurde seine Existenz im
Trabekelmaschenwerk in vielen Studien kaum erwébas ist in Anbetracht der Diskussio-
nen um die I0D-senkende Wirkung des RQknd seiner Analoga tber den FP-Rezeptor je-
doch verwunderlich. Spatestens seit der Untersughder Effekte von PhXY41, einem
PGR,-Analogon, auf die Kammerwasserdynamik im Jahr 1€88d fest, dass die Senkung
des 10D durch Prostaglandin-Analoga nicht alleit daren Einfluss auf den uveoskleralen
Kammerwasserabfluss begriindet werden kann [118prSdamals wurde als eine der weite-
ren Moglichkeiten eine Verbesserung des trabekuol@deflusses angenommen. Diese Idee

geriet in den letzten Jahren jedoch in den Hinterdr
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4.3. Unterstutzung der Hypothese der Endothelin-Antagorsierung durch Prostaglan-

din-Analoga mittels neuer Forschungsergebnisse dieisArbeit

Um zu zeigen, dass der FP-Rezeptor im Trabekelreasark nicht nur exprimiert wird,
sondern dort auch bestimmte Reaktionen vermitieltden funktionelle Untersuchungen mit
spezifischen FP-Rezeptor-Agonisten und —antagoniate Trabekelmaschenwerk durchge-
fuhrt. Diese beinhalteten sowohl Kontraktionsmegsunam nativen bovinen Trabekelma-
schenwerk als auch Messungen der intrazellulardau@akonzentration an bovinen Trabe-
kelmaschenwerk-Kulturzellen.

Als spezifischer Rezeptoragonist wurde Fluprostesiol synthetisches PGFAnalogon, das
hochselektiv an den FP-Rezeptor bindet, verwerktiehat eine sehr hohe Affinitdt zum FP-
Rezeptor und wird therapeutisch unter dem Namewnoprast® schon seit Jahren in der
Glaukombehandlung eingesetzt. AL-8810, ebenfatisP&F,,-Analogon, ist ein kompetitiver
Antagonist am FP-Rezeptor mit geringer intrinsisohktivitat, der auch tber eine hohe Se-
lektivitdt und Affinitat zum Rezeptor verfugt [119hd damit den idealen Gegenspieler dar-

stellt.

4.3.1. Kontraktionsmessungen

Die in Kapitel 3.1. dargestellten Versuchsdatergeej dass die Applikation des P&+
Analogons Fluprostenol zu einer deutlichen Inhilongy der durch ET-1 ausgeldsten Kontrak-
tion fihrt. Durch Untersuchungen mit dem FP-Rezeptdagonisten AL-8810 konnten wir
beweisen, dass dieser Effekt tatsachlich Uber tReRE&zeptor vermittelt wird, da die inhibie-
rende Wirkung von Fluprostenol durch die gleichigeitApplikation von AL-8810 nahezu
vollstandig aufgehoben werden konnte. AL-8810 a#lehatte keinen Einfluss auf die durch
ET-1-induzierte Kontraktionsstarke. Vorversuche enas Arbeitsgruppe mit PG zeigten
aul3erdem, dass der FP-Rezeptor-Agonist bei eingal®inach Beginn der ET-1-induzierten
Kontraktion vollkommen wirkungslos i§70]. Es ist sehr wahrscheinlich, dastiches auch
fur Fluprostenol gilt. Dies lasst Grund zu der Anmee, dass der FP-Rezeptor noch vor der
Bindung von ET-1 an seinen Rezeptor aktiviert semuss, um eine Endothelin-
Antagonisierung bewirken zu kénnen. Obwohl die eh& deutlich machen, dass die Endo-
thelin-antagonisierende Wirkung tber den FP-Rezemuonittelt wird, bleibt die Frage nach

dem genauen Wirkmechanismus jedoch vorerst offen.
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Aus den Daten der Versuche geht weiterhin henass dFluprostenol selbst keine kontraktile
Wirkung auf das Trabekelmaschenwerk hat. Dieselifrigee passen gut zu den von Krauss
et al. durchgefiihrten Versuchen, die fur BG#benfalls keinen Kontraktionseffekt auf BTM-
Zellen nachweisen konnt¢h20]. Dies scheint in Anbetracht dessen, dass der FPpR®zen
Allgemeinen zu den klassischen ,Kontraktionsrezepid gezéahlt wird erst einmal unge-
wohnlich.

Auch auf die Carbachol-induzierte Kontraktion hatteprostenol in den Versuchen keinerlei
Effekt gezeigt. Carbachol, ein Strukturanalogon Nesrotransmitters Acetylcholin, vermit-
telt seine Wirkung Giber membranstandige Muscarept&zen, die zur Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehoéren. FP-Rezeptor-Agonstheinen folglich keinen Einfluss
auf Uber muscarinerge Rezeptoren vermittelte Siggge zu haben. Bis heute sind funf Sub-
typen des Muscarinrezeptors (m1-m5) bekannt, diels¢zuglich ihrer Phamakodynamik und
—kinetik zum Teil deutlich voneinander unterschaiden Trabekelmaschenwerk werden die
muscarinergen Rezeptoren des ml-, m2- sowie m3y@sbxprimiert und sind nachweislich
an Kontraktionsmechanismen beteiligt [3Rer Reaktionsweg bei Aktivierung der muskari-
nergen Rezeptoren lauft je nach Subtyp und Gewkalgdation entweder Gber das Phosphoi-
nositid-Phospholipase-C-System oder das AdenylsgeSystem. So scheint derz-m
Rezeptor Uber die Stimulation der Phospholipas®ICCj vorrangig fur die Kontraktion in
der glatten Muskulatur verantwortlich zu sein. Inb&tracht dessen, dass Endothelin seine
kontraktile Wirkung ebenfalls Gber das PLC-Systantfadtet, darf man zurecht annehmen,
dass hier verschiedene G-Proteine bzw. G-Protdingpelte Kinasen an der Wirkungsver-
mittlung Uber den ET- und m-Rezeptor beteiligt seiaissen. Dies wirde erklaren, warum
Fluprostenol nur auf eine der beiden Signalkaska&aes Wirkung ausubt.

Alle bisher erwahnten Versuche zur Wirkungsermiigjwwon PGE, und seinen Derivaten
fanden unter Cd-haltigen Bedingungen statt. Aus unseren Vorarbeitéssen wir jedoch,
dass Endothelin sowohl €aabhangige als auch Eaunabhangige Kontraktionen induziert
[37]. Somit stellte sich die Frage, ob P&ENd seine Analoga auch eine Wirkung auf die
C&*-unabhangige Kontraktion habdsm dies beantworten zu kénnen, wurden unter Zugabe
des Komplexbildners EGTA und des “&helators BAPTA-AM intra- und extrazellular
Cd*-freie Versuchsbedingungen geschaffen. Untéf-@aien Bedingungen wurde dann zu-
erst PGE, und anschlie3end ET-1 zugesetzt. Die ErgebnigsedVersuchsreihe unterschie-
den sich nicht von denen der ‘Ghaltigen Versuche. Auch hier zeigte der FP-Rezepto
Agonist selbst keinen Einfluss auf den Tonuszustdesl Trabekelmaschenwerks, aber be-

wirkte eine Antagonisierung der ET-1-induzierten nigaktion. Das bedeutet, dass FP-
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Rezeptor-Agonisten sowohl in die Cabhangige als auch in die Gainabhangige Endothe-
lin-induzierte Kontraktion eingreifen und somit eiSignaltransduktionswege beeinflussen

koénnen.

4.3.1.1. Calcium-abhangige Signaltransduktion

Bei diesem Signaltransduktionsweg binden verschiedagonisten an einen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor. Dabei kommt es zur Aktivigres G-Proteins bzw. seiner
Untereinheit, was wiederum zur Stimulation @dsoform der PLC fuhrt. Die PLC ihrerseits
bewirkt die Spaltung von Phosphatidylinositol-4jpHosphat (PIE) in die beiden Second-
Messenger Inositoltriphosphat §)Rund Diacylglycerol (DAG). IR fuhrt durch die Freiset-
zung von Calcium aus intrazellularen Speichern inere Anstieg der freien zytosolischen
Calcium-Konzentration. DAG aktiviert die Proteingse C (PKC), welche ihrerseits die
Phosphorylierung von Proteinen und Membrankanagevirkt und dadurch zu einer weiteren
Erhéhung der intrazellularen Calcium-Konzentratiinrt.

Aus den Ergebnissen vorangegangener Arbeiten iserdnehmen, dass die Endothelin-
induzierte Kontraktion im Trabekelmaschenwerk sicinchaus dieses klassischen und altbe-
kannten Signaltransduktionsweges bedient. An wel&htelle der Signaltransduktion jedoch
die Prostaglandin-Analoga eingreifen und die Enélathinduzierte Kontraktion nachweislich
inhibieren, ist derzeit noch nicht eindeutig gekl&s gibt hierflir mehrere Erklarungsansatze,

die weiter unten im Einzelnen diskutiert werderiesul

4.3.1.2. Calcium-unabhéngige Signaltransduktion

Man geht davon aus, dass mindestens zwei versciaefignalwege existieren, die ohne in-
trazellularen Calcium-Anstieg zu einer glattmuskeiiéKontraktiorfihren.

Zum einen geschieht dies Uber die Aktivierung deintereinheit der bereits oben erwéahnten
Proteinkinase C (PKE}, welche in aktiviertem Zustand die katalytischeHeit der Myosin-
Leichtketten-Phosphatase (MLCP) direkt inhibieradDrch wird die Dephosphorylierung
unterbunden und die Interaktion zwischen Aktin ihbsin bleibt bestehen.
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Zum anderen kommt es Uber die Aktivierung von bestien G-Proteinen zur Stimulierung
der Rho-A-Kinase, einer Serin-Threonin-Kinase. Bligivierte Rho-A-Kinase ihrerseits be-
wirkt Gber Phosphorylierung der MLCP eine Aktivdédiemmung derselben.

In beiden Faéllen fuhrt die Inhibierung der Dephasgherung der Myosin-Leichtkette
(MLC) alleine ohne intrazellularen Calcium-Anstiagm Auslosen einer Kontraktion.

Es ist bekannt, dass auch Endothelin in der Lageniger extra- und intrazellular Edreien
Bedingungen eine Kontraktion am Trabekelmaschenaaskzulosen.

Thieme et al. konnten die Beteiligung beider obesnamnten Signalwege der Ga
unabhangigen Kontraktion im bovinen Trabekelmasaleek nachweisef7, 81, 82].Rao et

al. beschrieben in ihrer Arbeit an humanem Trabeksthenwerk ebenfalls eine Signaltrans-
duktion Uber Rho-A, welche Uber MLC-Phosphoryligguru einer Kontraktion fuhrtgl21].
DarlUber hinaus stellten sie einen Zusammenhangchemsder Gber die Rho-A induzierten
Trabekelmaschenwerk-Kontraktion und dem daraudtresenden 10D-Anstieg dabies legt
nahe, dass eine Beteiligung der hier beschrieb&iggraltransduktionswege an der Regulati-
on des Augeninnendrucks sehr wahrscheinlich ist.

Diese Arbeit belegt erstmals, dass auch die Inhibg dieser Endothelin-induzierten Kon-
traktion durch Prostaglandin-Analoga unterCfeeien Bedingungen méglich ist. Inwiefern
dabei die Signaltransduktionswege uber die RKiZw. Rho-A-Kinase eine Rolle spielen, ist
derzeit noch nicht geklart.

Gong et al. konnten 1992 zeigen, dass auch diehtagsaure, von der die Prostaglandine
pharmakochemisch abstammen, in der Lage ist, di€®Iku inhibieren [122]. Fu et al. ge-
lang es spater sogar zu beweisen, dass dies zumufeh die Aktivierung der Rho-A-Kinase
geschiehff123]. Eine Beeinflussung auf dieser Ebene ist derhndenkbar, auch wenn die
genaue Interaktion zwischen dem durch Endothelm BPzostaglandin aktiviertem Signalweg
noch unklar erscheint.

Interessant ist, dass der beschrieberfé-@Qzabhangige Signalmechanismus nur bei der Kon-
traktion des Trabekelmaschenwerks vorzufindendist,Kontraktionskraft des Ziliarmuskels
hingegen vollstandig von der Anwesenheit von estalirem Calcium abhangig zu sein
scheint [37]. Das bedeutet, dass das Trabekelmasehike und der Ziliarmuskel in Bezug auf
ihre Calcium-Abhé&ngigkeit verschiedene Eigenscimafterweisen. Dies bietet wiederum ei-
nen hoffnungsvollen Ansatzpunkt hinsichtlich eizezlgerichteten Beeinflussung des Trab-
ekelmaschenwerks bei der Glaukomtherapie. Substanzgiche den Tatbestand des unter-
schiedlichen Verhaltens von Trabekelmaschenwerk4iiatmuskel ausnutzen, sollten dem-

nach ET-1-induzierte Kontraktionen antagonisierénrien, ohne dabei eine Wirkung auf den
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Ziliarmuskel zu haben, da beide Strukturen bekanr@Ben in einem funktionellen Antago-
nismus zueinander stehen.

Da Prostaglandin-Analoga wie oben dargestellt autier C&*-freien Bedingungen wirken,
sind sie als postulierte Endothelin-Antagonistemisdrfolg versprechende Medikamente im

gezielten Einsatz gegen die Glaukom-Erkrankung.

4.3.2. Calciummessungen

Die Daten der durchgefuhrten Calciummessungen zeigass ET-1 in BTM-Zellen einen
transienten Anstieg der intrazellularen Calciumlaniration bewirkt. Diese Ergebnisse kor-
relieren mit den Versuchen unserer und andereri&dreppen [89, 91]. Eine durch ET-1-
Applikation ausgeldste Anderung der intrazellula@adciumkonzentration lasst sich auch in
einer Vielzahl von anderen Geweben, wie zum Béligpatten Muskelzellen beobachten. Vor
allem in den glattmuskuléren Zellen von GefaRemkemin ET-1-bedingter [G§;-Anstieg,
der regelmaRig mit einer Kontraktion der GefalReh@igeht, nachgewiesen werden [124,
125]. Es ist allgemein bekannt, dass die Kontraktler glatten Muskulatur zumindest teil-
weise Uber eine Erh6hung der intrazellularen Calkmonzentration vermittelt wird [126].
Geht man nun davon aus, dass auch das Trabekenasatk Gber glattmuskeldhnliche Ei-
genschaften verfiigt, so erscheint die Vermutungre@enfalls durch einen [€3-Anstieg
ausgelosten Kontraktion nachvollziehbar.

Aus den Ergebnissen der Calciummessungen gehtriiaiteervor, dass der FP-Rezeptor-
Agonist Fluprostenol selbst keinen Anstieg deramélularen Calciumkonzentration in den
bovinen Trabekelmaschenwerkzellen auslést, denhd@&mrdothelin-1 induzierten [G3i-
Anstieg jedoch vermindertDie von uns gezeigte fehlende Wirkung von FP-Rexept
Agonisten aus das intrazellulare Calcium, die altivkerten bovinen Zellen ermittelt wurde,
korreliert damit gut mit dem fehlenden Effekt aig 8asisspannung an nativem Gewebe.
Die Versuchsergebnisse weisen jedoch Unterschiadérgebnissen der Arbeitsgruppe um
N.A. Sharif auf. Sharif et al. konnten in ihren ¥echen an humanen Trabekelmaschenwerk-
zellen zeigen, dass Prostaglandin-Analoga der FEfejRerklasse zu einer intrazellularen Cal-
cium-Mobilisierung Uber die BRAktivierung fihren[127]. Diese Arbeitsgruppe wertete dabei
jedoch nur den Fluoreszenzspiegel aus. Eine Anghbeden absoluten Anstieg der intrazel-
lularen Calcium-Konzentration wurde von ihnen nigatmacht. Es ist somit nicht bekannt, ob

der von Sharif et al. ermittelte [E&-Anstieg ausreichen wiirde, um eine relevante Ké&ntra
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tion im Trabekelmaschenwerk auslosen zu kénnenuBierschiedlichen Ergebnisse kénnen
unter anderem auch durch Unterschiede in den tedmemn Versuchsvoraussetzungen wie
zum Beispiel unterschiedlich empfindlichen Messtmréader durch unterschiedliche Kulti-

vierungsbedingungen hervorgerufen sein.

4.4. Mogliche Wirkung der Prostaglandin-Derivate auf die Signaltransduktion im

Trabekelmaschenwerk

Der genaue Mechanismus der relaxierenden Wirkungl wamit der Endothelin-
Antagonisierung durch FP-Rezeptor-Agonisten im &katmaschenwerk ist bis heute noch
nicht eindeutig geklart. Es gibt eine Vielzahl vardglichen Erklarungsansatzen. Einige da-
von stehen zum Teil in Widerspruch zu Ergebnisseteger Arbeitsgruppen zu diesem The-
ma.

So wurde fur andere glattmuskuldre Gewebe des Awgez.B. den bovinen Iris-Sphincter
nachgewiesen, dass FP-Rezeptor-Agonisten (in diesdilP Gk, selbst) zu einer Phosphory-
lierung der leichten Ketten der Myosinkopfchen dudie MLCK und damit zu einer Kon-
traktion der Muskelzelle fuhrt [102]. Fur das Trikékenaschenwerk dagegen konnte fir die
von uns verwendeten Konzentrationen (fir RGRind Fluprostenol = 10M) keine durch
diese FP-Rezeptor-Agonisten induzierte Kontrakt@athgewiesen werden. Ein moglicher
Grund dafur kénnte eine im Vergleich zu anderentt@laskel-Geweben zu geringe FP-
Rezeptordichte des Trabekelmaschenwerks sein, satlasAktivierung der vorhandenen
Rezeptoren flr eine messbare Kontraktionsinduktioht ausreichend ist.

Ein anderer Erklarungsansatz wéare das Vorhandensaschiedener Isoformen des FP-
Rezeptors im Trabekelmaschenwerk. Bis heute sinel tsoformen des FP-Rezeptors be-
kannt: der FR- und FR-Rezeptor, welche sich bis auf ihre Carboxyl-Enggribiochemisch
nicht voneinander unterscheiden. Es ist denkbaiss ddiese sich unterschiedlicher
Signaltransduktionswege bedienen, wodurch versehedEndeffekte resultieren. So kann es
durch die Aktivierung der einen Isoform zu einemittaktion, durch die Aktivierung der an-
deren zu einer Relaxation des Gewebes kommen.chelera, welche Isoform in der Uber-
zahl vorliegt, kann es demnach entweder zu einenrgktion oder Relaxation des Gewebes
kommen. Liegen beide Formen zu gleichen Anteilen wairde sich die Wirkung aufheben.

Eine Reaktion auf die Substanz ware in diesemrhetit nachweisbar.
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Nicht zu vergessen ist auch, dass RGif Gegensatz zu Fluprostenol kein selektiver FP-
Rezeptor-Agonist ist, deswegen durchaus widersjigiheh Ergebnisse beim Einsatz beider
Substanzen erwartet werden kénnen. Wie in Kapitell4 bereits aufgefuhrt, hat Fluproste-
nol, ein hochselektiver FP-Rezeptor-Agonist, aucNersuchen anderer Arbeitsgruppen eine
relaxierende Wirkung auf das untersuchte Gewebalgelamit liegt die Vermutung nah,
dass PGk die beschriebene kontrahierende Wirkung wohlmégliber einen anderen Re-
zeptor vermittelt. Die meisten Gewebe verfligen Ubere heterogene Prostaglandin-
Rezeptor-Population, welche sowohl relaxierendeaalsh kontrahierende Effekte Gbermit-
teln. Dabei wiirde der ausgel6ste Effekt vor allemah abhdngen, welcher Rezeptortyp zah-
lenmaRig im Gewebe Uberwiegt und wie hoch die AHiindes Substrats zum jeweiligen Re-
zeptortyp ist.

Wie bereits erwahnt wurde, ist eine Inhibierung Badothelin-induzierten Kontraktion zu-
dem nur moglich, wenn die Prostaglandin-Analoga der Endothelin-Gabe appliziert wer-
den. Die Applikation von PGE nach ET-1-induzierter Kontraktion hatte keineifigfekt.
Das heil3t, dass der FP-Rezeptor noch vor BindungBralothelin an seinen Rezeptor akti-
viert werden muss, um eine abschwéachende WirkuhgialtEndothelin-induzierte Kontrak-
tion austben zu konnen. Eine Desensitivierung des-Ré&zeptors durch FP-
Rezeptoraktivierung oder eine Interaktion intradéller Signalwege ware ein moglicher Er-
klarungsansatz.

Eine wechselseitige Wirkung zwischen Endothelin @rdstaglandinen wurde unabhangig
vom aktuellen Diskussionsgegenstand schon vor ddleebachtet. So bewirkte die intraoku-
lare Injektion von ET-1 in Kaninchenaugen einentlilghen Konzentrationsanstieg von Ara-
chidonsauremetaboliten wie PgRind PGE im Kammerwasser, was auf eine Aktivierung
der Phospholipase&uriickzufuhren ist [128, 129]. Das heil3t, dasg dlea ET-1-Rezeptor
durch die Aktivierung der Phospholipase ée vermehrte Freisetzung der Arachidonséure
und ihrer Metaboliten vermittelt wird und damitden Regelkreis der Prostaglandinsynthese
eingegriffen werden kann. Umgekehrt ist demnach alie Auswirkung der Prostaglandine
auf den ET-1-Rezeptor durchaus vorstellbar. Weldeehanismen dabei im Einzelnen eine

Rolle spielen kénnten, bleibt auch hier vorerstaartiwortet.
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5.  Zusammenfassung

Das Glaukom ist eine der haufigsten Erblindungsiivsa weltweit. Es ist gekennzeichnet
durch eine progrediente Schadigung des Sehnervseimitergehendem Verlust visueller
Funktionen und charakteristischen Gesichtsfeld#ieafdAls einer der wichtigsten pathoge-
netischen Faktoren gilt der individuell zu hoheaokulare Druck (I0D), welcher bisher auch
die einzige therapeutisch beeinflussbare GroRedlarer 10D wird hauptsachlich durch
den Kammerwasserabflusswiderstand im Kammerwinkstilmmt. Das Trabekelmaschen-
werk, durch das 85 % des Kammerwassers drainiedemekonventioneller Weg), ist durch
kontraktile Elemente aktiv an der Regulation deslusswiderstands beteiligt. Eine Beein-
flussung der Kontraktilitdt dieses Gewebes bietanitl einen viel versprechenden Ansatz-
punkt fur eine drucksenkende Glaukomtherapie.

Die Kontraktion des Trabekelmaschenwerkes fuhrtemer Erhéhung des Abflusswider-
stands. Sie wird u.a. durch das vasoaktive Peptabthelin-1 (ET-1) induziert, welches bei
Glaukompatienten in erhdhter Konzentration im Kanwasser nachgewiesen werden konn-
te. ET-1 scheint somit bei der Pathogenese dekGtasieine wesentliche Rolle zu spielen.
Prostaglandin-Analoga stellen die neueste und pegen Substanzgruppe der heutigen An-
tiglaukomatosa dar. Ihre Wirkung wurde bisher dudkd Steigerung des uveoskleralen
Kammerwasserabflusses erklart.

Diese Arbeit zeigt, dass Fluprostenol (Travoprost@jn therapeutisch verwendetes
Prostaglandin-Analogon, eine Inhibierung der EThduzierten Kontraktion am bovinen
Trabekelmaschenwerk bewirkt. Diese Wirkung wird ridben FP-Rezeptor vermittelt. Weiter
konnte gezeigt werden, dass Fluoprostenol eine IRiedudes ET-1-induzierten Anstiegs der
intrazellularen CH-Konzentration hervorruft. Es ist bekannt, dassIE@am Trabekelma-
schenwerk neben der €aabhangigen auch eine €ainabhangige Kontraktion auslést. Auch
die C&"-unabhéngige Kontraktion wird durch Prostaglandima#dga inhibiert.

Die vorliegende Arbeit belegt, dass Prostaglandimaiéga, die zu den neuesten und potentes-
ten Antiglaukomatosa gehoren, einen Endothelingamisierenden Effekt auf die Kontrakti-
on des Trabekelmaschenwerks ausiiben. Uber diesekt Bben Prostaglandin-Analoga ne-
ben ihrem bereits bekannten Einfluss auf den uvemdkn Kammerwasserabfluss auch eine
Wirkung auf den konventionellen Kammerwasserabfluss. Damit werden die Kenntnisse
Uber den bisher angenommenen Wirkmechanismus diafestanzgruppe erweitert und es
bietet sich ein neuer, potentieller Angriffspunkir feine zielgerichtete Entwicklung neuer
Antiglaukomatosa.
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7.1.  Abklrzungsverzeichnis

AM
BAPTA
BTM
ce*
[Ca;
cAMP
cGMP
DAG
DHA
DMSO
EGTA
ET
ET-1 (-2, -3)
ETa-R
ETs-R
FP-R
IOD
IPs
MLC
MLCK
MLCP
MMP
NO

PG
PGFR,
PIP,
PLC
PKC
POWG
SEM

Acyetoxymethyl-Ester
1,2-bis(2-aminophenoxy)ethan-N,N,N’,N'- Batssigsaure
bovines Trabekelmaschenwerk

Calcium-lonen

intrazellulare Calcium-Konzentration

zyklisches Adenosinmonophosphat

zyklisches Guanosinmonophosphat

Diacylglycerin

Docosahexaensaure

Dimethylsulfoxid
Ethylenglykol-bis-(3-aminoethylether)-N,N,N’-Tetraessigsaure
Endothelin

Endothelin-1, (Endothelin-2, Endelth-3)
Endothelin-Rezeptor-A

Endothelin-Rezeptor-B

Prostaglandin F- bindender Rezeptors

Intraokularer Druck

Inositol-1,4,5-triphosphat

Myosin-Light-Chain (Myosin-Leichtketten)
Myosin-Light-Chain-Kinase (Myosin-Leichtketh-Kinase)
Myosin-Light-Chain-Phosphatase (Myosin-Lekdtten-Phosphatase)
Matrix-Metalloproteinasen

Stickstoffmonoxid

Prostaglandin(e)

Prostaglandin-;

Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat

Phospholipase C

Proteinkinase C

primare chronische Offenwinkelglaukom

standard error of mean
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