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1 EINLEITUNG

Diese Arbeit beinhaltet experimentelle Grundlagenforschungen an Geweben des
Auges, welche den Kammerwasserabfluss und somit den intraokularen Druck (IOD)
beeinflussen und soll einen Beitrag zu neuen Aspekten moglicher medikamentdser

Glaukomtherapie leisten.

1.1 Das Glaukom

Das Glaukom ist eine der haufigsten Erkrankungen in der Augenheilkunde. Es handelt
sich hierbei um eine Gruppe atiologisch nicht einheitlicher Krankheitsbilder, bei denen
ein individuell zu hoher IOD akut oder Uber einen langeren Zeitraum zur Atrophie des
Sehnervenkopfes, parazentralen Gesichtsfeldausfallen und zur Visusminderung fuhrt
(Lang, 2000).

1.1.1 Geschichte des Glaukoms

Der Begriff ,Glaukom* wurde bereits von Hippokrates verwendet und bezeichnete bis
ins 18. Jahrhundert allgemein Augenerkrankungen, die ohne ersichtliche &uRRere
Ursache zur Sehverschlechterung oder Erblindung fihrten. Haufig kam es zur
Verwechslung mit Katarakten, doch nachdem Daviel 1753 die Kataraktoperation
einfuhrte, zeigte sich, dass nur ein Teil des Visusverlustes durch Entfernen der Linse
heilbar war. Schon im 10. Jahrhundert wies der arabische Arzt At-Tabari auf eine
Augenerkrankung mit erhohter Harte des Bulbus hin. Seit Beginn des 19. Jahrhunderts
wurde unter dem Glaukom eine zur Erblindung fihrende Augenerkrankung mit einem
zu hohen 10D verstanden. Die Entdeckung der Erblindungsursache gelang erst nach
der Einfuhrung des Augenspiegels 1850 durch Helmholtz und die dadurch mégliche
Beobachtung des Augenhintergrundes. Die Exkavation der Papille und die festgestellte
Optikusatrophie wertete der Anatom Heinrich Mduller (1858) als direkte Folge des
erhohten 10D. Das heutige Glaukomverstandnis ist in seinen Schwerpunkten seit circa
140 Jahren belegt, jedoch bleibt die Untersuchung der pathologischen Vorgange,
besonders im Kammerwinkel, ein wichtiger Ansatzpunkt in der Glaukomforschung
(Pfeiffer, 2001).



1.1.2 Epidemiologie des Glaukoms
Weltweit sind 66,8 Millionen Menschen am Glaukom erkrankt (Coleman, 1999). Nach
der altersbedingten Makuladegeneration und diabetischen Retinopathie handelt es sich
beim Glaukom um die dritthaufigste Erblindungsursache in den westlichen
Industrielandern. Bis zu 20% der Erblindeten haben ihr Augenlicht durch diese
Erkrankung verloren. Der IOD ist bei circa 10% der deutschen Bevolkerung tber dem
40. Lebensjahr erhoht. Davon erblinden 10% der Betroffenen, wenn das Glaukom nicht

rechtzeitig diagnostiziert und therapiert wird (Grehn, 2006).

1.1.3 Risikofaktoren

Mit zunehmendem Alter nimmt die Haufigkeit dieser Erkrankung exponentiell zu. In der
Gruppe der 70 - 80-Jahrigen ist die Zahl der Betroffenen mindestens achtmal hoher als
in der Gruppe der 30 - 40-Jahrigen.

Somit stellt das Alter den grof3ten Risikofaktor fur die Entstehung eines Glaukoms dar.
Zudem ist bekannt, dass fur das Glaukom eine erbliche Préadisposition vorliegt. Auch
ethnologische Unterschiede wurden beschrieben. Das Erkrankungsrisiko ist bei der
schwarzen Bevolkerung vierfach und das Erblindungsrisiko funffach hoher als bei
gleichaltrigen WeilRen. Weitere Risikofaktoren sind schwere Augenentziindungen,
starke Myopie und Kortisonbehandlungen. Da es auch Glaukompatienten mit einem
normalen 10D gibt (Normal- oder Niederdruckglaukom), werden neben einem erh6hten
IOD als Ursache auch Durchblutungsstérungen am Nervus opticus und in der Retina
diskutiert. Eine systemische vaskulare Dysregulation fuhrt zu okularen
Blutflussveranderungen. Dies wurde in einer klinischen Studie mit Glaukompatienten
gezeigt (Emre et al., 2004). Des Weiteren gibt es auch Personen, die einen deutlich
uber der Norm erhohten 10D aufweisen ohne ein Glaukom zu entwickeln (okulare
Hypertension) (Grehn, 2006).

1.1.4 Symptomatik des Glaukoms
Die glaukomattsen Gesichtsfeldausfalle zeigen sich anfangs in der VergroRerung des
blinden Fleckes und einem nasal oberhalb des blinden Fleckes gelegenen
parazentralen Skotom. Dabei ist im Augenhintergrund eine randstandige Exkavation im
temporalen und basalen Quadranten durch die Schadigung der Sehnervfasern zu

erkennen, die in diesem Bereich verlaufen.



Im weiteren Verlauf nimmt die Exkavation zu und die Lamina cribrosa wird sichtbar.
Diese Progredienz zeigt sich in einer Einengung des nasal oberen Gesichtsfeldes. Die
parazentral gelegenen Skotome flie3en zusammen mit dem blinden Fleck - es entsteht
das Bjerrum-Skotom. Fortschreitend kommt es zur generalisierten Verdinnung der
neuroretinalen Randzone und nasaler Verdrangung der Gefal3e. Somit schreitet der
Gesichtsfeldverlust fort und ein neues nasal unten entstehendes Skotom weist auf die
Schadigung weiterer Nervenfasern hin.

Im Endstadium zeigt sich dann die totale glaukomatése Optikusatrophie mit
bajonettférmig abgeknickten Gefallen und einem daraus resultierenden fast

vollstandigen Gesichtsfeldverlust des Patienten (Sachsenweger, 2002).

Abb.1: Gesichtsfeldeinschrankung im Anfangsstadium (links), fortgeschrittenen Stadium
(Mitte) und Endstadium (rechts) der Glaukompatienten (aus Augentagesklinik

Spreebogen, Berlin)

1.1.5 Diagnostik des Glaukoms
Zur Beurteilung der Vorderkammertiefe wird die Spaltlampenuntersuchung
durchgefuhrt, der Kammerwinkel wird dabei mit einem Gonioskop beurteilt, welches
direkt auf die Hornhaut aufgesetzt wird. Die Messung des 10D erfolgt meist durch die
Applanationstonometrie nach Goldmann. Dabei wird ein Druckkdérper nach Gabe von
fluoreszierenden, anasthesierenden Augentropfen auf die Cornea aufgesetzt. Die
Hornhaut wird abgeplattet, bis sich beim Blick durch die Spaltlampe die Innenmeniski
der fluoreszierenden Halbkreise berthren. Der Druck, der dafir bendtigt wird, entspricht
dem 10D. Mit dem Halbkugelperimeter nach Goldmann wird der Gesichtsfeldbefund
erhoben. Ophthalmoskopisch wird der Augenhintergrund mit der Papille und den
Gefal3en beurteilt (Lang, 2000; Grehn, 2006). Haufig sind langjahrige Verlaufskontrollen

mit der Dokumentation aller Befunde nétig, um ein Glaukom sicher zu diagnostizieren.



1.1.6 Einteilung der Glaukome

|. Offenwinkelglaukom

Eine Abflussbehinderung des Kammerwassers bei einem normal weiten Kammerwinkel
verursacht das Offenwinkelglaukom. Dieses Glaukom ist gekennzeichnet durch einen
relativ zu hohen 10D, der oft Gber lange Zeit unbemerkt bleibt.

Klinisch liegt dieser bei ca. 20-40 mmHg mit erhéhten Tagesschwankungen. Das Auge
ist auRRerlich unauffallig. Durch die entstehende Atrophie des Sehnervs, welche durch
die Dysregulation des Blutflusses im Sehnervenkopf bedingt ist, kommt es zu langsam
progredienten, parazentralen Gesichtsfeldausfallen, die der Patient meist erst
wahrnimmt, wenn das zentrale Sehen betroffen ist und als Folge ein Visusverlust
eintritt.

Das priméar entstehende Offenwinkelglaukom macht 90% aller Glaukome aus. Manner
und Frauen sind gleich haufig betroffen.

Sekundar kénnen Erythrozyten, Pigment- oder auch Entziindungszellen den Kammer-

winkel verstopfen, das ist bei 2-4% der Glaukome der Fall.

Il. Winkelblockglaukom

Infolge eines stark verengten bzw. verschlossenen Kammerwinkels kommt es zur
Abflussbehinderung des Kammerwassers und damit zu einer héhergradigen Steigerung
des IOD mit starken klinischen Beschwerden und schnell auftretender Sehnervatrophie.
Eine Erweiterung der Pupille (Mydriasis) beispielsweise nachts oder durch Ausléser wie
Sympathomimetika oder Schrecksituationen bewirkt eine Erhdhung des Widerstandes
an der Pupille und damit einen Pupillarblock. Das in der Hinterkammer vom Ziliarepithel
gebildete Kammerwasser gelangt durch diesen Widerstand nicht in die Vorderkammer.
Es kommt folglich zu einer Drucksteigerung in der Hinterkammer, wobei sich die Iris an
ihrer Wurzel nach vorn blaht und damit den Kammerwinkel verlegt.

Das akute Winkelblockglaukom kann prinzipiell in jedem Lebensalter auftreten, auch
hier nimmt die Haufigkeit mit hdherem Lebensalter deutlich zu. Frauen sind im Alter
etwas haufiger betroffen als Manner.

Primare Winkelblockglaukome haben einen Anteil von 5% aller Glaukome. Sekundar

(2 - 4% der Glaukome) entstehen sie durch Narben, Gefalineubildungen oder Ver-

klebungen der Iris mit der Linse bzw. Hornhaut (Synechien).



I1l. Kindliches/kongenitales Glaukom

Bei dieser Form, welche 1% aller Glaukome ausmacht, ist der Kammerwinkel nicht
vollstdndig ausdifferenziert und/oder durch embryonales Gewebe verlegt. Hierbei liegt
eine erbliche Disposition vor, der genaue Vererbungsmodus ist aber noch nicht

hinreichend bekannt.

1.2 Der Augeninnendruck (IOD)

Da der individuell erhohte 10D als Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung von
Glaukomschéaden gilt, haben alle zum gegenwartigen Zeitpunkt angewandten
Glaukomtherapien das Ziel, eine Senkung des IOD zu induzieren. Diese kann durch
verschiedene Malinahmen erreicht werden, fur deren Verstandnis Kenntnisse Uber die
die Physiologie des Kammerwassers, die Regulation des IOD und die daran beteiligten
Gewebe notwendig sind.

Der IOD ist fur die Formgebung des Bulbus, eine gute optische Abbildung und die
gleichmafiige Anlage der Netzhaut verantwortlich (Erb, 1999).

Zur Aufrechterhaltung des 10D sind zwei wesentliche GrofRen maligebend: die Bildung
des Kammerwassers und der Abfluss.

Dem pathophysiologischen Mechanismus der multifaktoriellen Glaukomerkrankung liegt
ein Ungleichgewicht, d.h. eine erhéhte Kammerwasserproduktion bzw. ein gestorter
Abfluss des Kammerwassers zugrunde, wobei eine Abflussstorung in den meisten
Fallen die Ursache ist. Durch das Ungleichgewicht zwischen der fortwahrenden
Produktion des Kammerwassers und dem gestorten Abfluss staut sich die Flussigkeit
im Auge und folglich erhéht sich der IOD. Dies fuhrt zur Schadigung des Sehnervs, so
dass die Informationsweiterleitung an das zentrale Nervensystem gestort wird und es zu
den fur das Glaukom typischen Gesichtsfeldausfallen fuhrt.

Der Normwert des IOD betragt beim Erwachsenen durchschnittich 15 mmHg mit
Tagesschwankungen unter 4 mmHg. Im Alter und in den Morgenstunden liegt der Wert
etwas hoher, er unterliegt einem circadianen Rhythmus. Der 10D wird durch die Menge

des Kammerwassers bestimmt.

1.2.1 Physiologie des Kammerwassers
Das Kammerwasser wird durch Diffusion, Ultrafiltration und aktive Sekretion (80%) in

den Ziliarzotten des Ziliarkorpers aus Blutplasma gebildet und in die Hinterkammer



sezerniert. Durchschnittlich werden 2,3 — 2,7 pl/min Kammerwasser gebildet (Lang,
2000). Die Produktion unterliegt tageszeitlichen Schwankungen (Erb, 1999). Durch die
Pupille hindurch gelangt es stol3weise in die Vorderkammer. Die Pupille bildet somit
den ersten physiologischen Widerstand. Durch das Trabekelwerk (TM), den zweiten
physiologischen Widerstand (Rohen and Lutjen-Drecoll, 1989; Lutjen-Drecoll et al.,
2001), flieBen 85% des Kammerwassers im Kammerwinkel in den Schlemm-Kanal und
anschlielBend in die episkleralen Kammerwasservenen. Die restlichen 15% gelangen
uveoskleral in den allgemeinen vendsen Kreislauf (Gong et al., 1996; Lang, 2000). Im
Alter Uber 60 Jahren liegt die uveosklerale Abflussmenge anteilig nur noch bei 3%
(Toris, 1996). Die Abbildung 2 stellt den Weg des Kammerwassers von der

Hinterkammer in die Vorderkammer dar, sowie die zwei Abflusswege.

Uveoskleraler
Abfluss

Trabekularer / Trabekularer
Abfluss /’ Abfluss | e,
X

A\

N,

Abb. 2: Der Weg des Kammerwassers (Pfeile) von der Hinter- in die Vorderkammer und
der uveosklerale (1) und trabekuléare Abfluss bei weitem Kammerwinkel (II) und

engem Kammerwinkel (l11) [aus (Sachsenweger, 2002)]

1.2.2 Aufbau des Kammerwinkels
Der Kammerwinkel besteht von aul3en (Hornhaut) nach innen (Iris) aus dem Schwalbe-
Grenzring als Abschluss der Descemet-Membran, dem TM mit dem Schlemm-Kanal,
dem Skleralsporn, dem Ziliarkérperband und der Iriswurzel.



HORNHAUT
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TRABEKEL-
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Abb. 3: Aufbau des Kammerwinkels mit Darstellung der Lage des TM und ZM
[aus (Sachsenweger, 2002)]

1.2.3 Das Trabekelwerk (TM) und seine Bedeutung beim Glaukom
Das Trabeculum corneosklerale spannt sich als lockeres, blutgefal3reiches,
schwammartiges Gewebe zwischen dem Skleralsporn und dem Schwalbe-Grenzring
aus Uber den Schlemm-Kanal.
Als innerste, der Vorderkammer zugewandte Schicht liegt der uveale Anteil des TM, der
sich zwischen der Iris und dem Ziliarkérper einerseits und dem Schwalbeschen
Grenzring andererseits ausspannt. Des Weiteren gibt es den korneoskleralen Anteil, der
den Raum zwischen dem Skleralsporn und der Schwalbeschen Linie ausfillt. Der
tiefste, feinmaschige Teil des TM, dem das Endothel des Schlemm-Kanals anliegt, wird
als Trabeculum cribriforme bezeichnet (Grehn, 1993).
Es handelt sich um den zweiten physiologischen Widerstand des Kammer-
wasserabflusses. Dieses Gewebe liegt wie ein Filter Gber dem Schlemm-Kanal, durch
den der gro3te Anteil des Kammerwassers abfliel3t. An glaukomatésen Augen konnten
Verdnderungen der TM-Morphologie und der intratrabekularen R&aume sowie
Ablagerungen verschiedener Materialien in  der juxtakanalikularen Schicht
nachgewiesen werden (Lutjen-Drecoll, 1999).
Das TM besitzt kontraktile Eigenschaften, die &hnlich denen glatter Muskulatur sind
(Barany, 1962). Vor dieser Entdeckung wurde angenommen, dass das Gewebe ein

passiver Filter ist, welcher durch die Kontraktilitdt des ZM reguliert wird.



Abb. 4: Darstellung des Kammerwasserabflusses (blaue Pfeile) Uber das TM in den Schlemm-
Kanal [(Uniklinikum Dresden)]

Bei Kontraktion des TM wird der Kammerwasserabfluss gesenkt, was wiederum den
IOD steigert. Damit zeigt sich der direkte Effekt des TM auf den okularen Widerstand
des Kammerwasserabflusses.

Wiederholt et al. erbrachten zahlreiche Beweise flr die kontraktilen Eigenschaften des
TM. In elektrophysiologischen Experimenten konnten in Kkultivierten bovinen und
humanen TM-Zellen Spannungsspitzen gezeigt werden, welche typisch fir glatte
Muskulatur sind (Pawlowski and Morgan, 1992; Wiederholt and Stumpff, 1998a). Ferner
zeigten sie die Anwesenheit intrazellularer Muskelfilamente, wie das alpha-Aktin,
welches spezifisch fur glatte Muskulatur ist (Wiederholt and Stumpff, 1998a).

Iwamoto et al. wiesen spezifische alpha-lsoaktin-Intermediéarfilamente in humanen TM-
Zellen histologisch nach (lwamoto and Tamura, 1988). Neben dem Aktin wurde auch
das Glattmuskelmyosin (Myosin 1) im humanen und bovinen TM nachgewiesen
(Coroneo et al., 1991). Es bildet mit Aktinflamenten das Filamentverschiebesystem fur
die glattmuskularen Kontraktionsvorgdnge (Ruegg, 2000). Molekularbiologisch wurde
Myosin Il in humanem und bovinem TM mittels Western Blot dargestellt und damit der
endgultige Nachweis fur das Vorliegen der essentiellen Kontraktionsfilamente im TM
entsprechend der glatten Muskelzellen erbracht (Thieme, 2002). Auch die Expression
der Myosin Light Chain Kinase (MLCK) und ihre funktionelle Bedeutung im TM wurde
gezeigt (Rosenthal et al., 2005b).



1.2.4 Der Ziliarmuskel (ZM) und seine Bedeutung beim Glaukom
Der ZM ist ein parasympathisch innervierter, ringférmiger Muskel, der einen Bestandteil
des Ziliarkoérpers darstellt und die Akkomodation reguliert. Er wird als schneller
Multiunit-Glattmuskel ohne spontane Aktivitdt angesehen. Die Sehnen des auf3eren
Teils ankern teilweise im Skleralsporn. Andere Muskelbtindel durchziehen das gesamte
TM ohne Kontakt zu diesem Gewebe zu nehmen und setzen im hinteren
Hornhautstroma an. Ein dritter Sehnentyp zieht durch den Skleralsporn in den
cribriformen Anteil des TM sowie in die Wand des Schlemm-Kanals (Grehn, 1993).
Somit stellt dieser Anteil des ZM den Anschluss an die Faserblindel des TM dar.
Aus morphologischer Sicht handelt es sich beim ZM um eine Kombination aus glatten
und quergestreiften Muskelzellen (Ito and Yoshitomi, 1986).
Durch Kontraktion des ZM durch Parasympathomimetika kommt es zum Zug am
Skleralsporn. Folglich werden die Lamellenfacher des TM aufgeweitet, durch die das
Kammerwasser abflieRen kann.
Die gleichzeitige Aufdehnung des Schlemm-Kanals fuhrt zur weiteren Verbesserung
des Abflusses. Im Alter wird im ZM verstéarkt extrazellulares Material aufgefunden und

es erfolgt eine Reduktion der intermuskuldren Raume des ZM (Toris et al., 1999).

Abb. 5: Ansatz der ZM-Fasern am Sklerasporn (A), Ansatz am hinteren Hornhautstroma (B),

Ansatz am TM (C) [(Grehn, 1993)]

1.2.5 Antagonismus von Ziliarmuskel und Trabekelwerk
Im intakten Auge bestimmt die Balance zwischen der Kontraktilitdt des TM und ZM die
Abflussrate des Kammerwassers und damit den 10D. Wéhrend bei der Kontraktion des

TM der Kammerwasserabfluss gesenkt wird, verbessert die Kontraktion des ZM den
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Abfluss. Daraus lasst sich schlieRen, dass ein funktioneller Antagonismus bei
gleichsinniger Reaktion zwischen diesen beiden Geweben vorliegt.

Welche der beiden Wirkungen sich durchsetzt, hdngt von der Affinitat und Potenz des
jeweiligen Wirkstoffes an dem entsprechenden Gewebe ab. Mit entsprechenden
Substanzen wurden am bovinen TM und ZM isoliert Kontraktionsmessungen
durchgefuhrt. Die in der Glaukomtherapie eingesetzten Parasympathomimetika
Carbachol und Pilocarpin kontrahieren die TM-Streifen, wodurch eine Reduktion des
Kammerwasserabflusses hervorgerufen wirde. Da die Parasympathomimetika jedoch
auch den ZM kontrahieren und dieser Effekt der dominante ist, wird das TM
aufgeweitet. Damit kommt es zu einer Steigerung des Kammerwasserabflusses und der
IOD wird gesenkt. Nitrate oder andere Vasodilatatoren fuhren zu einer Relaxation des
TM und erhdhten den Kammerwasserabfluss (Wiederholt et al., 1994).

Bei der Regulation des Kammerwasserabflusses besteht somit ein funktioneller
Antagonismus zwischen Kontraktilitdt von TM und ZM, denn eine ZM- Kontraktion fihrt,
wie in Kapitel 1.2.4 beschrieben, Uber die VergroéRerung der Filtrationsflache des TM
zur Abflussverbesserung des Kammerwassers. Die Abbildung 6 zeigt den

Antagonismus am Beispiel des Parasympathomimetikums Pilocarpin.

Pilocarpin

/ (Direkter Weg)

ZM » SP ™
(Indirekter Weg)

Kontraktion
Relaxation Kontraktion

| |

} Abfluss v Abfluss

\lIOD v

Abb. 6: Antagonismus zwischen TM und ZM. Pilocarpin bewirkt tber die starkere Kontraktion
des ZM die Relaxation des TM und damit eine Senkung des 10D (Wiederholt et al.,
2000)
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1.2.6 Senkung des Augeninnendrucks als Therapie des Priméaren
Offenwinkelglaukoms (POWG)

An erster Stelle einer Therapie zur IOD-Senkung beim POWG steht die medikamentdse
Behandlung. Bei einem nicht ausreichenden Effekt der medikamentdsen Therapie,
Unvertraglichkeitsreaktionen oder mangelnder Compliance besteht die Indikation zur
operativen Therapie.

Es bieten sich prinzipiell zwei Ansatzpunkte zur Behandlung entsprechend der Ursache
dieser Erkrankung: die Hemmung der Kammerwasserproduktion bzw. die Erh6hung des
trabekularen oder uveoskleralen Abflusses.

Hierzu stehen verschiedene Wirkstoffgruppen zur Verfigung, die zumeist als lokale
Augentropfen appliziert werden. Dazu zéhlen zum Beispiel die Parasympathomimetika
wie Carbachol, die den Kammerwasserabfluss verbessern, indem sie eine Kontraktion
im parasympathisch innervierten Ziliarmuskel (ZM) auslésen.

Diese Kontraktion bewirkt die Dehnung des schwammartigen TM im Kammerwinkel,
durch das das Kammerwasser, wie bereits erwahnt, zu 85% abflieRt. Das TM ist
ebenfalls ein kontraktiles Gewebe (Barany, 1962). Die bisher angewandten
antiglaukomattsen Medikamente beeinflussen beide Augenstrukturen, den ZM und das
TM.

An Nebenwirkungen durch die Beeinflussung des ZM sind die héaufig schlecht tolerierte
voribergehende Myopie, die Verschlechterung des Nachtsehvermdgens, die
Einengung des peripheren Gesichtsfeldes und Akkomodationsstérungen bekannt.
Obwohl Uber das TM 85 % des Kammerwassers aus dem Auge abflieRen, gibt es

bisher kein Glaukompharmakon, das selektiv auf dieses Gewebe wirkt.

1.3 Kontraktionsformen glatter Muskulatur
1.3.1 Calciumabhéangige Kontraktion

Generell wird die Kontraktion der glatten Muskulatur durch eine Erhéhung der
zytoplasmatischen Ca?'-Konzentration eingeleitet (Beech, 1997). Die extrazellulare
Komponente reguliert den langanhaltenden Calciumeinstrom durch nicht-selektive
Kationenkandle und spannungsabhangige Calciumkanéle (Bolton et al., 1999;
Oberdisse, 2001). Der L- (long lasting) Typ-Calciumkanal ist aufgrund seiner hohen

Calcium-Leitfahigkeit fur den transmembranaren Calcium-Einstrom bei Muskelzellen am
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bedeutungsvollsten. In Patch-Clamp Experimenten wurde die Aktivierung von L-Typ
Calciumkanalen in humanen und bovinen TM-Zellen nachgewiesen (Steinhausen et al.,
2000). Es wurde kein signifikanter Unterschied bezulglich der Aktivitat dieser Kanéle bei
beiden Augengeweben gefunden. Die Arbeitsgruppe Wiederholt et al. vermutete eine
Beteiligung der Calciumkanale bei der Regulation der Kontraktilitdt im TM wie bei der
Kontraktion von Zellen der glatten Muskulatur (Wiederholt et al., 2000).

Uber die intrazellulare Komponente wird die frithe, transiente Freisetzung von Calcium
aus verschiedenen Calciumspeichern moduliert. Diese Speicher besitzen ebenfalls zwei
verschiedene Kanéle. Der eine Kanal wird tber Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) aktiviert,
der andere durch einen Anstieg des intrazellularen Calciums gedffnet.
Zytoplasmatisches Ca?* filhrt zur Aktivierung von Calmodulin (CaM), welches dann an
die regulatorische Untereinheit der MLCK bindet (Hashimoto and Soderling, 1990).

Die hierdurch ausgeldste Aktivierung dieser Kinase katalysiert die Phosphorylierung der

20 kDa-Kette des Myosins und erleichtert somit die Aktin-Myosin-Interaktion.

1.3.2 Calciumunabhangige Kontraktion

Neben der calciumvermittelten Kontraktion der glatten Gefal3muskulatur besteht ein
calciumunabhangiger Weg.

Uber eine G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion mit der Aktivierung von Proteinen
aus der Rho-Familie und durch die Proteinkinase C (PKC) werden Muskelkontraktionen
induziert. Rezeptoren fiur kontrahierende Agonisten koppeln an das G-Protein 12/13.
Bei der Bindung kommt es zur Aktivierung von Proteinen aus der Rho-Familie. Rho-A,
eine GTPase, wird durch den GEF (guanine nucleotide exchange factor) aktiviert,
welche wiederum eine weitere Rho-Kinase (ROCK) aktiviert. Dies fuhrt zur
Phosphorylierung der Myosin-Light-Chain-Phosphatase (MLCP), die inaktiviert wird.
Daraus ergibt sich, dass die 20-kDa-Kette des Myosins phosphoryliert bleibt und somit
die Interaktion mit Aktin erleichtert ist. Im Ergebnis kommt es zur Kontraktion des
glatten Muskels (Kageyama et al., 1996).

Das Rho-A-Protein ist eine kleine GTPase mit einem Molekulargewicht von etwa 21
kDa, die im Zytosol verschiedener Zellen funktionell an die G-Proteine G12/13
gekoppelt ist. Es ist an zahlreichen G-Protein-vermittelten Zellfunktionen wie

Genexpression, Wachstum und Kontraktion beteiligt (Seasholtz et al., 1999).
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Die ROCK wird durch die Bindung von Rho-A-GTP an eine Rho-Bindungsdoméne
aktiviert und phosphoryliert die MLCP (Somlyo and Somlyo, 2000), die im
phosphorylierten Zustand inaktiv ist. Durch den Inhibitor der ROCK, Y-27632, wird die
Phosphorylierung der MLCP unterbunden und somit die Dephosphorylierung der MLC
(Myosin Light Chain) aktiviert und die Muskelkontraktion gehemmt (Rao et al., 2001).
Neben dieser calciumunabhangigen Kontraktion unter Beteiligung von RhoA/ROCK
wurden PKC-abhangige Signalwege beschrieben. Die PKC gehort zur Familie der
Serin-/Threoninkinasen. Sie ist an intrazellularen Signaltransduktionsablaufen beteiligt.
Mindestens 10 Isoenzyme mit gewebe-spezifischer Verteilung sind bekannt, welche in 3
Gruppen eingeteilt werden: calciumabhangige, calciumunabhéngige und atypische
Isoformen (Toker, 1998; Wiederholt et al., 1998b). Bei den ersten Untersuchungen der
Rolle der PKC bei der Kontraktilitatsregulation von glatten Muskelzellen wurde
beobachtet, dass Phorbol-Ester, die die PKC aktivieren, eine sich langsam
entwickelnde Kontraktion induzieren. Die Aufgaben der spezifischen Iso-Formen bei der
Regulation der Muskelkontraktion wurden untersucht (Andrea and Walsh, 1992; Allen
and Walsh, 1994).

Abbildung 7 zeigt die Signaltransduktion der Kontraktion glatter Muskulatur.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Signaltransduktionskette der Kontraktion von glatter

Muskulatur [aus (Somlyo and Somlyo, 2000)]
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1.3.3 Calciumunabhangige Kontraktion von TM und ZM

Da der ZM ein glatter Muskel ist und es sich bei TM um ein Gewebe mit
glattmuskeldhnlichen Eigenschaften handelt, wurde untersucht, ob ebenfalls
calciumunabhéngige Kontraktionen auslésbar sind, die UUber die gleiche
Signaltransduktion wie die glatter Muskelzellen vermittelt werden.
Schon 1991 wurde bei Carbachol-induzierten Kontraktionsexperimenten mit bovinem
ZM und TM festgestellt, dass beim TM ein zusatzlicher Mechanismus vorliegt, der
unabhangig vom Vorhandensein des extrazellularen Calciums ist (Lepple-Wienhues et
al., 1991b).

Neben der calciumabhangigen PKC-alpha-lsoform findet man im menschlichen und
bovinen TM und ZM die calciumunabhangige PKC-epsilon-Isoform (Thieme 1999), die
durch Western Blot im bovinen TM nachgewiesen wurde und eine Phosphorylierung
von MLC bewirkt. Durch die Phosphorylierung wird die Kontraktion von TM und ZM
induziert. Hemmstoffe der PKC sind Chelerythrin, Myristoilate und H-7, welche eine
Relaxation des TM bewirken, wahrend der ZM unberthrt bleibt (Pang and Yorio, 1997;
Thieme, 1999; Pfeiffer, 2001).

Nach diesen ersten Nachweisen einer calciumunabhangigen Kontraktion ist nun von
Interesse, ob weitere Substanzen wie das an der Pathogenese des Glaukoms beteiligte
Endothelin-1 (ET-1) ebenfalls calciumunabhéngige Kontraktionen im TM und ZM

auslosen konnen.

1.4 Endothelin-1

ET-1 ist der gegenwartig starkste bekannte physiologische Vasokonstriktor. Erstmalig
wurde das 21 Aminosauren umfassende Isopeptid in Endothelzellkulturen isolierter

Aortazellen bei Schweinen nachgewiesen (Yanagisawa et al., 1988).

Endothelin-1

Abb. 8: Chemische Struktur des Endothelin-1 [aus (Haefliger et al., 1999)]
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Dieses Peptid wird in Endothelzellen durch eine zweistufige Proteolyse de novo gebildet
(Pang and Yorio, 1997). Das Isopeptid ET-1 wurde in Gefal3-Endothelzellen entdeckt.
Nur ein kleiner Teil des in Endothelzellen produzierten Endothelins gelangt ins Lumen
der Gefal3e, was darauf schlie3en lasst, dass Endothelin vor allem eine lokale Wirkung
hat (Wenzel and Luscher, 1995).

Endotheline kbnnen die Blut-Retina-Schranke nicht passieren und somit auch nicht die
glatte Muskulatur der Netzhautgefal3e oder den optischen Nerv bei Gesunden erreichen
(Haefliger et al., 1999).

ET-1 konnte in folgenden Augengeweben nachgewiesen werden: im Ziliarkorper, der
Iris und der Retina bei Ratten; in der humanen Retina (BlutgefalRe, Ziliarkorper,
Nerven); im humanen und bovinen Kammerwasser in zwei bis drei mal hoherer
Konzentration als im Plasma (Yanagisawa et al., 1988; Lepple-Wienhues et al., 1992a).
Die Konzentration von ET-1 im Plasma betragt circa 1 pMol. Im Kammerwasser von
Glaukompatienten konnten im Vergleich zu Kontrollgruppen signifikant erhdhte
Endothelinspiegel gemessen werden (Noske et al., 1997).

Die drei bekannten Isopeptide des Endothelin, ET-1, ET-2 und ET-3, binden mit
unterschiedlicher Affinitat an die Rezeptoren ET-A und ET-B (Tao et al., 1998). Diese
Rezeptoren wurden molekularbiologisch im TM und ZM nachgewiesen (Choritz et al.,
2005).

Durch die Vasokonstriktion, welche durch Bindung von ET-1 an den ET-A-Rezeptor
ausgelost wird, kommt es zur Senkung des retinalen Blutflusses am menschlichen
Auge. Bei langfristig erhohter ET-1-Konzentration in Augengeweben fuhrt der
Vasospasmus zur Ischamie (Haefliger et al., 1992). Folglich kommt es zum Verlust von
Axonen und zur Demyelinisierung der Nervengewebe. ET-1 16st des Weiteren
Kontraktionen am bovinen ZM und TM aus (Lepple-Wienhues 1991; Wiederholt,
1998c).

Wie bereits erwahnt fihrt die Kontraktion des ZM, ausgeldst durch muskarinerge
Agonisten wie Carbachol und Pilocarpin, zur Relaxation des TM und damit zur
Aufweitung der Lamellenfacher. Somit wird der Kammerwasserabfluss verbessert. ET-1
hat jedoch einen starkeren Effekt auf die Kontraktilitdt des TM und bewirkt somit eine
Steigerung des 10D (Wiederholt et al., 2000).
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Abb. 9: Wirkung von ET-1 auf den ZM und TM. Durch den Gberwiegenden Effekt des Endothe-
lins auf das TM wird dieses Gewebe kontrahiert und senkt somit den Abfluss des

Kammerwassers. Daraus resultiert die Erhéhung des 10D [aus (Wiederholt et al., 2000)]

Mit direkten Kontraktionsmessungen von isolierten TM- und ZM-Streifen verglichen
Wiederholt et. al. ET-1-induzierte Kontraktionen beider Gewebe. Als Referenzkontrak-
tilitat wurde der cholinerge Agonist Carbachol (10°mol/l) verwendet. Calciumabhangig
wird in beiden Geweben eine Kontraktion durch ET-1 induziert. ET-1 erzeugte im TM
eine effektivere Kontraktion im Vergleich zum ZM. Da der Effekt von ET-1 auf das TM
dominant ist, senkt diese Substanz durch die Kontraktion dieses Gewebes den
Kammerwasserabfluss und kann somit flr eine Steigerung des 10D mitverantwortlich
sein. Somit stellen die ET-1-abhéngigen Signalwege des TM einen mdglichen
Angriffspunkt fir die Glaukomtherapie dar.

ET-1-induzierte Kontraktionen des TM sind nur teilweise abhéngig von extrazellularem
Kalzium und L-Typ-Calciumkanalen (Kageyama et al., 1996; Wiederholt, 1998c). Im
Vergleich zur calciumabhangigen Kontraktion waren 23% der Endothelin-Antwort nach
dem Ausschalten des extrazellularen Calciums bei bisher durchgefihrten
Kontraktionsmessungen noch vorhanden. Der ZM hingegen kontrahierte nicht unter
diesen  Versuchsbedingungen. Somit  liegt ein Unterschied in der
Kontraktionseigenschaft beider Gewebe Uber einen calciumunabhangigen
Mechanismus vor (Thieme et al., 2000). In dieser Arbeit wurde neben dem
extrazellularen Calcium auch das intrazellulare Calcium geblockt, so dass die

Kontraktionsmessungen mit ET-1 unter komplett calciumfreien Bedingungen erfolgten.
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1.5 Fragestellung / Ziel der Arbeit

In FortfUhrung der bisher unternommenen Kontraktionsexperimente zur Erforschung
der calciumunabhangigen Kontraktion von bovinem ZM und TM sollte untersucht
werden, ob durch ET-1 nach Entzug von intra- und extrazellularem Calcium noch
Kontraktionen in diesen Augengeweben auszulésen sind. In diesem Fall ergibt sich die
Frage, ob diese mit Hilfe eines spezifischen Hemmstoffs des Schlisselenzyms des
beteiligten Signalweges, der ROCK, wieder aufgehoben werden kdnnen.

Zudem sollte untersucht werden, ob die Schlisselenzyme dieser Kaskade, die GTPase
Rho-A und das Enzym ROCK in diesen Geweben auf Proteinebene nachweisbar sind.
Somit wirde die Hypothese der calciumunabhangigen ET-1 Kontraktion Gber diesen
Signaltransduktionsweg erhartet.

Des Weiteren war von Interesse, ob Unterschiede zwischen beiden Geweben vorliegen,
wie es sich bereits bei den Kontraktionsexperimenten unter extrazellular calciumfreien
Bedingungen herausstellte.

Eine Hemmung des ET-1-induzierter Kontraktionsmechanismus, welcher ausschlief3lich
auf das TM einwirkt und den ZM unbeeinflusst lasst, wirde tber die Relaxation des TM
den Kammerwasserabfluss verbessern. Die Nebenwirkungen, die bei anderen
Therapien Uber den ZM hervorgerufen werden, wirden somit wegfallen. Dies wére ein

Ansatz zur Optimierung der medikamentdsen IOD-Senkung des POWG.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Kontraktionsmessungen
2.1.1 Gewebe

Fur die Kontraktionsexperimente wurden ausschlie@lich TM und ZM von Augen
gesunder zwei- bis vierjahriger Rinder isoliert. Die Rinderaugen wurden von einem
Berliner Schlachthof geholt und eisgekuhlt ins Labor transportiert. Die Rinderaugen
standen in ausreichender Anzahl fir die Messungen zur Verfigung.

Aufgrund der anatomischen Néhe von ZM und TM und das Hineinwachsen der
Ziliarfasern in das TM bei Primatenaugen ist das bovine Augengewebe fir die
Kontraktionsxperimente besser geeignet. Das bovine TM lasst sich bei der Praparation
viel leichter von den einstrahlenden ZM-Fasern separieren als das humane TM, da der
ZM bei Rindern nur rudimentar angelegt ist (Flugel et al., 1991). Ein weiterer Vorteil des
bovinen Augengewebes liegt darin, dass im Gegensatz zu humanem TM und ZM die
bovinen Versuchsstreifen in ausreichender Gréf3e und Anzahl fur die Messapparatur
prapariert werden konnten.

Wiederholt et. al berichteten von &quivalenten kontraktilen Eigenschaften von humanem
und bovinem TM und ZM. Durch die Anwendung verschiedener Zellkulturtechniken
wurden humane und bovine Gewebe bezuglich ihrer Eigenschaften verglichen. Dabei
konnten keine signifikanten Unterschiede der Gewebe festgestellt werden (Wiederholt
et al., 2000). Somit sind Kontraktionsexperimente mit bovinen Geweben reliabel. Die
Proteinnachweise der Enzyme mittels Western Blot wurden fir humane und bovine
Gewebe erbracht, um so eine zusétzliche Bestatigung fir die Ubertragbarkeit der

bovinen Daten auf humanes Gewebe zu erbringen.

2.1.2 Praparation

Bei der Praparation wurde zunachst der Bulbus vorsichtig von der duReren Muskulatur,
den Augenlidern und dem umgebenden Fettgewebe befreit. Anschlie3end erfolgten die
Halbierung entlang des Aquators und das Verwerfen der hinteren Halfte. Mit Hilfe einer
Schere und Pinzette wurde das Herauslosen der Linse und des Glaskorpers
vorgenommen und anschlielend ein Quadrant des Augengewebes herausgeschnitten.

Dieser Quadrant wurde auf einer Unterlage mit Nadeln an den Ecken fixiert. Unter dem
Mikroskop wurden das bovine TM und der ZM freiprapariert. Diese Gewebe befinden

sich unter dem Ziliarkorperepithel. Da beim Rinderauge die Iriswurzel durch das
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Ligamentum pectinatum am corneoskleralen Ubergang fixiert ist, wurde dieses Band
zuerst durchtrennt. Mit dem Skalpell wurde dann das Ziliarkorperepithel vom TM
getrennt. Die Prdparation mit horizontalen Schnitten wurde fortgefuhrt bis der
blauschwarze ZM sichtbar war. Die Fasern des weil3lichen TM verlaufen parallel zum
Rand der Cornea, der dunkle ZM im senkrechten Winkel dazu, so dass die Strukturen
gut voneinander abgrenzbar waren. Zur Gewinnung der ZM-Streifen wurde zunachst
ein senkrecht verlaufender Schnitt dicht zur Grenze des TM durchgefiihrt. Es wurden
dann 5 mm breite Streifen mit einer Mindestlange von 3 mm herausgeschnitten.
Anschliel3end wurde durch zwei parallele Schnitte ober- und unterhalb des TM in der
Verlaufsrichtung der Fasern das Gewebe ausgestanzt und ein 1 mm breiter und ca. 8-
10 mm langer Streifen prépariert. Dieser wurde durch vorsichtiges Anheben und
Abpréaparieren von der Sklera gewonnen und in Segmente mit einer Lange von 4 mm
geschnitten. In Abbildung 10 werden die Anordnung der Strukturen sowie die
Schnittflihrung dargestellt. Die Aufbewahrung der Gewebsstreifen erfolgte gekunhlt bei

4°C in Ringerlésung bis zum Versuchsstart.
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Abb. 10: Schema des Kammerwinkels mit Illustration der Schnittfihrung zur Praparation sauber

isolierter TM- und ZM-Streifen [aus (Lepple-Wienhues et al., 1991a)]
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2.1.3 Messvorrichtung

Zur Kontraktionsmessung des bovinen ZM und TM diente eine Kombination aus einem
Kraft-La&ngen-Umwandler und einem Perfusionssystem (Lepple-Wienhues et al.,
1991a). Diese beiden Systeme waren mit einem gemeinsamen Computer verbunden.
Durch den Kraft-Langen-Messer wurden isometrische Kontraktionen in einer
GroRRenordnung von 0,5 bis 500 pN gemessen. Sieben synchron koordinierte, doch
unabhangig voneinander arbeitende Messkammern waren vorhanden.

Uber das Perfusionssystem konnten verschiedene Wirkstoffe die Gewebe erreichen

und stimulieren.

2.1.3.1 Kraft-Langen-Umwandler

Mit Hilfe eines Gewebeklebers wurden die Gewebestreifen zwischen zwei Nadeln
geklebt. Eine Nadel war fixiert, die andere beweglich und mit einem langen Hebel am
Drehspulinstrument verbunden. In einer Lichtschranke befand sich der kurze Hebel.
Dieser bewirkte eine positionsabhangige Verschattung einer Photodiode. Eine zweite
Diode zur Subtraktion von stérenden Lichteinflissen befand sich in der N&he. Als
weiterer Lichtschutz war diese Apparatur in einem schwarzen Kasten untergebracht.
Bei Auslenkung des Hebels durch eine Relaxation bzw. Kontraktion des fixierten
Gewebestreifens wurde diese durch die Verschattung der Photodiode registriert. Um die
Lange des Gewebes konstant zu halten, wirkte der Auslenkung eine Spannung
entgegen. Bei einer Kontraktion wurde folglich die Stromstarke erhoht, bei einer
Relaxation gemindert. Mit dem Pentium I-Rechner, der mit dem Kraft-Langen-
Umwandler verbunden war, wurde alle 15 Sekunden fiir die sieben Kanéle die
entsprechende Kraft der isometrischen Messung in uN aufgezeichnet.

Fur die Kontraktionen im TM ergaben sich durchschnittlich Werte von 50 bis 500 uN,
bei dem ZM zwischen 200 und 800 uN. Der Kraft-Langen-Umwandler war so geeicht,
dass die Langenanderungen unter 10 um lagen.
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Abb. 11: Schema des Aufbaus eines Kraft-Langen-Messers [aus (Lepple-Wienhues et al.,
1991a)]

2.1.3.2 Perfusionssystem

Die oben erwahnten zwischen zwei Nadeln fixierten Gewebestreifen wurden jeweils in
eine der 7 Versuchskammern von je 2 ml Volumen eingetaucht. Jede Kammer wurde
mit 5 ml Perfusionslésung pro Minute mit Hilfe eines zufuihrenden Schlauches
turbulenzarm umspult. Beim Wechseln der zugefuhrten Versuchslésungen wurden tber
dieses System in einer Minute 95% der Lésungen in der Kammer ausgetauscht.

Die Schlauche aller Kammern liefen Uber eine gemeinsame Rollerpumpe (Ismatec,
Schweiz), durch die eine zeitsynchrone Steuerung aller Kammern gewahrleistet war.
Eine Ummantelung um alle Kammern und Schlduche mit durchflieendem,
vorgewarmtem Wasser diente durch den Warmeaustausch mit den Versuchslésungen

zur Erhaltung eines konstanten Temperaturniveaus von 36°C.

2.1.4 Versuchsablauf
Zuerst wurden die Kammern mit 36°C warmer Ringerldsung durchgespult. Die
Gewebestreifen wurden mit Histoacrylkleber (Braun, Deutschland) an den Nadeln fixiert



22

und sofort in die hohenverstellbaren Kammern getaucht, bis sie vollstandig mit
Ringerlosung umspult wurden. Der Abstand der Nadeln wurde durch eine
Justierschraube so lange verandert, bis eine Vorspannung von 100 pN auf die
Gewebestreifen einwirkte. Die Losungen wurden wahrend des gesamten
Versuchsablaufs mit 5%-igem CO, begast, um den physiologischen pH-Wert bei 7,4 zu
erhalten. Die Experimente wurden bei einer konstanten Temperatur von 36°C
durchgefuhrt.

Der Versuchsablauf wird in Abbildung 12 mit Hilfe einer Beispielkurve dargestellt.

Nach Erreichen einer Baseline wurde zu Beginn des Versuchs fur 15 Minuten das
Parasympathomimetikum Carbachol in der Konzentration 10° mol/l (iber das
Perfusionssystem den einzelnen Kammern zugefuhrt und eine Vorkontraktion der
Gewebe erreicht.

Anschlie3end erfolgte das Auswaschen mit Ringerldsung, diesmal fir etwa 30 Minuten
bis die Baseline wieder erreicht war. Dann durchlief Carbachol die Kammern fir 20
Minuten in der gleichen Konzentration wie bei der Vorkontraktion. Die nun gemessene
Kontraktion entsprach der Maximalkontraktion (100%), auf die alle Messungen mit den
Versuchslésungen prozentual ins Verhéltnis gesetzt wurden. Erneut wurde fir 30
Minuten mit Ringerlésung ausgewaschen um wiederum die Baseline darzustellen.
Danach wurde der Versuchsablauf unter intra- und extrazellular calciumfreien
Bedingungen weitergefuhrt. Dies wurde erreicht durch Verwendung von extrazellular
Ca-freier Losung, die mit dem Calciumchelator EGTA, der Ethylenbistetraessigsaure,
versetzt war. Zur intrazellularen Calciumbindung wurde BAPTA-AM (ein
Acetoxymethylester) hinzugesetzt, ein membrangangiger Calciumchelator.

Nach ca. 20 Minuten unter calciumfreien Bedingungen wurde erneut Carbachol
zugesetzt fur die Messung der calciumunabhangigen Carbachol-induzierten
Kontraktion. Dieses Parasympathomimetikum wurde danach wieder ausgewaschen.
Anschliel3end erfolgte das Zufihren der Versuchslosung mit ET-1 in der
entsprechenden Konzentration. Im dritten Versuchsblock wurde der ROCK-Inhibitor Y-
27632 20 Minuten vor der zuséatzlichen Gabe des ET-1 appliziert.
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Abb.12: Beispielkurve des Versuchsablaufes mit der calciumabhé&ngigen Carbachol-Vorkontrak-
tion und dem Carbachol-Maximalpeak. AnschlieRende Carbachol-Kontraktion und ET-1-

induzierte Kontraktion unter intra- und extrazellular calciumfreien Bedingungen.

2.1.5 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Kontraktionsmessung wurden mindestens sieben Mal bestatigt.
Reprasentative Einzelmessungen sind in den Abbildungen fir den jeweiligen
Versuchsablauf dargestellt, die Summe der Daten werden als Balkendiagramme
dargestellt.

Nach Beendigung des Versuchs wurden die Daten gespeichert und mit dem Programm
Microsoft Excel die Kurven des Versuchsablaufes fur alle gemessenen Gewebestreifen
erstellt. Mit dem Programm Sigmaplot erfolgte die Auswertung der Daten und die
Anfertigung der Balkendiagramme. Fir die statistische Auswertung wurde der gepaarte
Student t-Test herangezogen, um Vergleichsdaten aus derselben Versuchsreihe
zueinander in Bezug zu setzen. Bei Darstellung des Vergleiches der Daten aus
unterschiedlichen Versuchsreihen wurde zudem der ungepaarte t-Test verwendet. Die
Werte wurden angegeben als Mittelwert + Standardfehler, ,n“ gibt die Anzahl der

Versuche an. Die bereits beschriebene Maximalkontraktion von Carbachol diente als

320
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Referenzwert. Durch diese Referenzkontraktion wurden Streuungen aufgrund von
unterschiedlichen Gewebedurchmessern oder Praparationsbedingungen ausgeglichen.
Der Standardfehler in den Balkendiagrammen zeigt einen Bereich um die Mittelwerte, in
denen der reale Mittelwert mit einer Wahrscheinlichkeit von 68% liegt. Des Weiteren
wurde mit dem t-Test die Signifikanz von Kontraktionsunterschieden ermittelt und im p-
Wert angegeben. Ein p-Wert kleiner als 0,05 gilt als signifikant und wurde mit (*)
markiert. P-Werte < 0,01 wurden mit (**) und < 0,001 mit (***) gekennzeichnet.

2.1.6 Verwendete Losungen
2.1.6.1 Ringerlésung
Die Ringerlésung setzt sich aus folgenden lonenkonzentrationen (in mmol/l) zusammen:
Na* 151, K* 5, Ca®" 1,7, Mg?* 0,9, CI' 131, SO4(*) 0,9, H2PO,(*) 1, HCO4(*) 28,
Glucose 5 mmol/l.
Ein pH von 7,4 wurde durch Titration mit der Base NaOH gewahrleistet. Die hierfur

verwendeten Substanzen wurden von der Firma Sigma (Deutschland) bezogen.

2.1.6.2 Calciumfreie Losung
Die calciumfreie Ringerldsung hat folgende Zusammensetzung (in mmol/l): Na* 151, K*
5, Mg?* 0,9, CI" 131, SO4(*) 0,9, H2PO4*) 1, HCO4(%) 28, Glucose 5, BAPTA-AM 10
mol/l, EGTA 3x10° mol/l.

2.1.6.3 Verwendete Versuchssubstanzen
Carbachol (Sigma, Deutschland)
Endothelin-1 (Alexis, Deutschland)
Y-27632 (Yoshitomi Pharmaceutical Industries, Osaka, Japan)
BAPTA-AM, EGTA (Sigma, Deutschland)
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2.2 Molekularbiologische Untersuchungen
2.2.1 Zellkulturen

vVom TM und ZM wurden bovine als auch humane Kulturen und Nativgewebe
molekularbiologisch untersucht. Die bovinen Gewebe stammen von den Augen, die fur
die Kontraktionsmessungen verwendet wurden. Die humanen Gewebe stammten von
enukleierten Augen nach malignem Aderhautmelanom oder von Hornhautspendern aus
der Augenklinik der Charité - Universitatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin. Im
Vorfeld wurde eine Glaukomerkrankung bei den Spendern ausgeschlossen. Die
Isolation der humanen Gewebe erfolgte nach der Methode von Fligel et al. (Flugel et
al., 1991).

Zunachst wurden die Spenderaugen am Aquator mit einer Schere aufgeschnitten und
der hintere Abschnitt verworfen. Mit einer feineren Schere erfolgten die Entfernung der
Linse sowie das Durchtrennen der Zonulafasern. Dann wurde der Ziliarkérper mit einer
Pinzette erfasst und langsam von der Sklera abgehoben. Das Praparat mit dem
Ziliarkorper, dem ZM und der Iris wurde mit der Muskelseite nach oben in eine sterile
Petrischale gelegt. Unter mikroskopischer Sicht konnte der ZM isoliert werden und nur
die auBBeren Anteile wurden zur Zellkultivierung weiterverwertet. Um das TM zu
gewinnen, wurde zunachst der Schlemm-Kanal mit einem 0,5 mm dicken Draht
sondiert. Danach erfolgte das Herausschneiden des dartber liegenden TM, welches
ebenfalls unter ein Abdeckplattchen in eine Petrischale gelegt wurde. Das verwendete
Kulturmedium setzte sich aus DMEM (Dulbeco’s Modification of Eagle’s minimal
essential Medium), 20%igem FCS (Fetal Calf Serum), 100 U/ml Penicillin und 100
pg/ml Streptomycin zusammen. Bei konstanten 37°C wurden die Zellkulturen bei 95%
Luft und 5% CO, gehalten und das Medium alle 3 — 4 Tage erneuert. Nach dem
Erreichen von Konfluenz wurden die Zellen nach der Trypsin-EGTA-Methode
passagiert. Danach erfolgte die Aufteilung der aus dem Zellverband isolierten Zellen auf
mehrere neue Petrischalchen. Im Brutschrank wurden die Zellen anschliel3end weitere
Male passagiert und nach der dritten bis siebten Passage und nach dem Prifen der
Einschichtigkeit und Konfluenz fiir die Experimente verwendet.

Mikroskopisch und immunhistochemisch wurden die verwendeten Zellkulturen von Prof.
Elke Lutjen-Decroll (Universitat Erlangen) untersucht. Die Kulturen zeigten die fir das
TM und ZM typischen Charakteristika (Flugel et al., 1991).
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2.2.2 Zelllysierung
Zum Nachweis intrazellularer Proteine wurden diese zunachst durch spezielle
Lysepuffer in wassrige Losung gebracht. Im Lysepuffer befindliche Protease-Inhibitoren
verhinderten durch Hemmung der zelleigenen Proteasen den Abbau der Proteine. Des
Weiteren wurden die Arbeitsgerate und Losungen auf 4°C gekuhlt. Durch
anschlieBende Zentrifugation wurden die verschiedenen Zellfraktionen voneinander

getrennt.

2.2.2.1 Lysierung kultivierter Zellen
Das Kulturmedium wurde von den in Zellkulturflaschen kultivierten Zellen mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und die Zellen dreimalig mit gekihltem Phosphat
Buffered Saline (PBS) gespult. Anschlieend wurde die verbliebene Flussigkeit
aufgesaugt. In jede Flasche wurde Lysepuffer gegeben und dann die Zellen mit einem
Zellscraper (Costar, Corning inc. USA) von der Unterlage getrennt. Das gewonnene
Zelllysat wurde nach Uberfiihrung in EppendorfgefaBe im Wechsel je zweimal fur 10
min. in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieRend schnell auf 37°C erwarmt.
Zusatzlich wurde die Zellsuspension mehrfach durch eine 26G-Kantle gezogen, um
eine moglichst vollstandige Lyse zu bewirken und die Ausbeute an Protein im Lysat zu
maximieren. Durch Zentrifugation (Zentrifuge: Hermle Z233MK-2, Denville Scientific,
USA) bei 500 x g fur 5 min. wurden grobe Zelltrimmer aus dem Lysat entfernt. Der
Uberstand wurde abpipettiert und in einem zweiten Schritt erneut zentrifugiert, diesmal
fir 30 min. bei 14000 x g. Der Uberstand der zweiten Zentrifugation enthielt die
zytosolischen Zellbestandteile. Der Proteingehalt dieses Zelllysats wurde anschliel3end
quantifiziert. Dann wurden die Proben entweder sofort der SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese zugefihrt oder zunachst bei -80°C gelagert.

2.2.2.2 Lysierung nativer Gewebe
Wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben, wurden das bovine TM und der ZM préapariert.
Zusatzliche Arbeitsschritte waren nétig um den Zellverband zu I6sen, da im Gegensatz
zur Zellkultur eine wesentlich festere Verbindung zwischen den Zellen bestand.
Mit einem Homogenisator (Polytron, Kinematic AG, Schweiz) wurde die Zerkleinerung
des Gewebes in 1 ml Lysepuffer erreicht. Durch wiederholtes Einfrieren mit fllissigem

Stickstoff und Auftauen bei 37°C der Proben wurden anschlieRend die intrazellularen
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Verbindungen gelést. Danach wurden die Proben fur 30 Minuten im Lysepuffer

belassen und zuletzt wie oben beschrieben zentrifugiert.

2.2.3 Proteinquantifizierung

Dieses Verfahren dient dazu, fir alle Gesamtlysatproben die gleiche
Proteinkonzentration zu gewahrleisten. Dies ist notwendig, um im darauf folgenden
elektrophoretischen Trennungsverfahren mehrere gleiche Proteinmengen aufzutrennen
und die beim immunologischen Proteinnachweis entstehenden Signalbanden
verschiedener Proben zu vergleichen.

Nach dem Prinzip der Biuret-Reaktion erfolgte die Bestimmung mit Hilfe des BCA-Tests
(Pierce, USA). In alkalischer Lésung bilden sich Protein-Cu®*-Komplexe. Durch
Reduktion der Kupferionen zu Cu® bildete dieses mit Bicichonininsiaure (BCA) violette
Farbkomplexe. Die Absorption der Farbkomplexe wurde nach 30minutiger Inkubation
mittels eines computergesteuerten Photometers (Shimadzu CS 9301 PC, Japan) bei
562 nm gemessen. Als Standardprotein wurde bovines Serumalbumin (BSA) mit 0,2,
0,8 und 1,2 mg/ml verwendet (Pierce, USA).

Durch den Vergleich mit den Standardproben konnte die Proteinkonzentration der
Proben errechnet werden. Anschlielend wurden die Proben mit Lysepuffer so weit

verduinnt, bis jede in gleicher Proteinkonzentration vorlag.

2.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Proteine werden anhand ihres Molekulargewichtes und ihrer Ladung aufgetrennt. Sie
wandern in einem elektrischen Feld durch eine dichte Gitterstruktur aus Polyacrylamid-
Gel und befinden sich in einer Losung mit negativ geladenem Sodiumdodecylsulfat
(SDS). Durch die Komplexbildung von SDS und den Proteinen wird deren denaturierter
Zustand fixiert. Dies hat zur Folge, dass alle Proteine negativ geladen sind und keine
Bindung untereinander eingehen konnen. Im elektrischen Feld wandern sie durch die
Gitterstruktur zur Anode, dabei haben die kleinen, niedermolekularen Proteine die
hdchste Wanderungsgeschwindigkeit. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurden
verschiedene Marker eingesetzt, welche groéfRendefinierte angefarbte Proteine
enthielten. Als Trenngel zur Auftrennung der im Lysat enthaltenen Proteine in der Mini-
Protein-Elektrophoresekammer (Bio-Rad, Life-Science-Group, USA) diente ein
8,5%iges Polyacrylamid-Gel. Diesem war ein Sammelgel vorgeschaltet, in das Taschen
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fur die Proben eingelassen waren. Die Protein-SDS-Komplexe richteten sich im
Sammelgel entsprechend ihrer Ladung aus. Die Proben, welche mit Lammli-Puffer
(LAE) versetzt waren, wurden 5 Minuten bei 95°C gekocht zur Denaturierung und
Auflésung der Sekundarstrukturen. Dann erfolgte das Auftragen der Proben mit einem
Proteingehalt von 20 ug auf das Gel. Auf jedes Gel wurden zusatzlich 5 pl eines
standardisierten Markers (Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland) aufgetragen. Dieser
enthielt gefarbte Proteine definierter Molekilgré3en, so dass nach seiner Auftrennung
eine Molekulargewichtsskala entstand. An dieser konnte die MolekulgréRe der
detektiertenen Proteine nach deren Auftrennung abgelesen werden.

Mit einer Spannung von 100 Volt erfolgte der Transfer der Proteine vom Sammelgel in
das Trenngel. Im Trenngel wurde eine Spannung von 150 Volt angelegt.

Sobald die kleinsten Proteine das Gel durchwandert hatten, wurde die Elektrophorese
beendet.

2.2.5 Western Blot

Den Transfer der Proteine aus dem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrocellulose-
Membran mit hoher Proteinbindungskapazitat (Polyscreen NEM, Life Science Products,
USA) bezeichnet man als Western Blot.

Die widerstandsfahige Membran wurde zuerst fur mindestens 15 Minuten in 100%igem
Ethanol auf der Wippe inkubiert und danach mit den Gelen aus der Elektrophorese in
Transferpuffer aquilibriert. Dieser Puffer enthielt Methanol, welches zur Ldésung der
Proteine aus dem Gel diente. Mit einer Spannung von 100 Volt fand der elektrische
Proteintransfer in der Mini-Protein-Elektrophoresekammer bei 4°C Uber einen Zeitraum
von 60 Minuten statt.

AnschlieRend wurde die Blot-Membran fir den immunologischen Proteinnachweis

weiterverwendet.
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Abb. 13: Prinzip der SDS-Gelelektrophorese und des Western Blots

2.2.6 Immunologischer Proteinnachweis

Die nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine werden auf der Membran mit
einem Antikorper inkubiert. Auf dem gesuchten Protein bindet der AK mit seiner
Bindungsstelle an das passende Epitop, dieses wird als entsprechende Bande sichtbar.
Zur Unterscheidung spezifisch und unspezifisch angefarbter Proteine wird ein
Blockpeptid (BP) eingesetzt. Das BP besetzt die Bindungsstelle des AK, so dass dieser
das gesuchte Protein nicht binden kann und somit die Bande nicht angefarbt wird. Bei
Vorliegen einer von der spezifischen Bindungsstelle unabhéangigen Bindung zwischen
dem AK und Protein bleibt die Bande trotz Einsatz des BP sichtbar.

Bevor die Reaktion der Blot-Membran mit dem AK stattfinden konnte, musste diese
zunachst 60 Minuten mit einem speziellen Blockpuffer auf der Wippe inkubiert werden.
Dabei handelte es sich in diesem Fall um 5%iges Rinderalbumin (BSA) (Merck,
Deutschland) in PBS/Tween-Lésung. Durch diesen Arbeitsschritt wurden die
Proteinbindungsstellen der Blot-Membran blockiert und unspezifische Bindungen der
AK auf der Oberflache der Membran verhindert. Uber Nacht wurde die Blot-Membran
bei 4°C mit dem spezifischen AK auf einer Wippe inkubiert. AnschlieRend erfolgte das
Waschen der Membran mit PBS/Tween auf der Wippe um den nicht gebundenen AK zu
entfernen. Danach wurde die Membran bei Raumtemperatur mit einem zweiten AK
inkubiert, welcher gegen den Fc-Teil des ersten AK gerichtet war. Der zweite AK ist mit

dem Enzym Peroxydase gekoppelt, das nach Zugabe eines entsprechenden Substrates
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(Lumi-LightPlus, Western Blot kit, Roche Diagnostik, Deutschland) eine
Chemilumineszenzreaktion katalysiert, die unter Verwendung eines Lumineszenz-
Analysators (LAS-1000-Image-Analyzer, Fuijiflm, Tokyo, Japan) und geeigneter
Software (AIDA 2.1, Raytest, Berlin) registriert wurde. Damit waren die durch den ersten
spezifischen AK markierten Proteine als Banden sichtbar.

Die Spezifitdt der Banden wurde durch die gleichzeitige Inkubation des ersten AK mit
dem Antigen-spezifischen BP verifiziert.

2.2.7 Auswertung
Die proteinbiochemischen Untersuchungen wurden mindestens dreimal durchgefiihrt

und reprasentative Ergebnisse in den Abbildungen dargestellt.

2.2.8 Losungen
Lysepuffer (Gesamtlysat)
In mmol/l: 20 Tris, 137 NaCl
In %: 1 NP 40 Stocklésung, 10 Glycerol
Proteaseinhibitoren: Aprotinin (Sigma, Deutschland), 0,1 mg/ml, und zusatzlich 1

Tablette Complete® Protease inhibitor cocktail (Boehringer, Deutschland) in 10 ml

Lysepuffer

Elektrophoresepuffer
14,4 g Glycin, 3,04 g Tris, 10 ml 10% SDS ad 1000 ml mit Aqua bidest

Transferpuffer
14,4 g Glycin, 3,04 g Tris, 100 ml Methanol ad 1000 ml mit Aqua bidest

PBS/Tween

1 PBS-Tablette (Gibco, USA), 500 ul Polyoxyethylenesorbitalmonolaurate (Tween 20)
ad 500 mit Aqua bidest

Trenngel

(in ml): 5,66 Acrylamid (Serva, Deutschland), 3,75 Tris 2 M pH 8,8, 10,14 Aqua bidest,
0,2 10% SDS, 0,2 10% Amoniumpersulfat (APS), 0,01 Tetramethylendiamin (TEMED,
Gibco, USA)
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Sammelgel
(in ml): 7,84 Sammelgel-stammldsung (17 Acrylamid; 6,25 Tris 2 M pH 6,8; 74,25 Aqua
bidest); 0,08 10% SDS; 0,08 APS; 0,008 TEMED

2.2.9 Antikorper

1. AK RhoA, ROCK,Santa Cruz Biotechnology, Inc. , Santa Cruz, CA, USA
2. AK zur Markierung der 1. AK : Lumi Light Western blot Kit
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3 ERGEBNISSE
3.1 Ergebnisse der Kontraktionsexperimente

3.1.1 Carbachol- und Endothelin-1-induzierte calciumunabhdangige

Kontraktion im bovinen TM

Zunachst wurde calciumabhangig mit Carbachol (10° mol/l) die Maximalkontraktion
gemessen und das Carbachol nach 20minitiger Zugabe wieder mit Ringerlésung
ausgewaschen bis zum Erreichen der Baseline. AnschlieRend wurde der Versuch unter
calciumfreien Bedingungen fortgefuhrt. Dazu wurden der extrazellulare Calciumchelator
EGTA und der membrangangige Calciumchelator BAPTA-AM (Acetoxymethylester) in
der Konzentration 2*10™ mol/l eingesetzt. Mit Carbachol konnte auch unter diesen
Bedingungen eine geringe Kontraktion induziert werden, die 23,1 = 2,6 % (n=8) der
Maximalkontraktion (10 mol/l Carbachol in Ringerlésung) betrug. Nach Auswaschen
von Carbachol und erneutem Erreichen der Baseline wurde die Versuchssubstanz ET-1
(10® mol/l) appliziert. Im bovinen TM konnte durch ET-1 eine calciumunabhangige
Kontraktion von 13,9 = 2,5 % (n=8) der Maximalkontraktion induziert werden (siehe
Abb. 14 und 15).
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Abb. 14: Carbachol und ET-1-induzierte Kontraktion unter calciumfreien Bedingungen im

bovinen TM. Originalaufzeichnung der isometrischen Kontraktionsmessung
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Abb. 15: Zusammenfassung der Carbachol- und ET-1-induzierten Kontraktion unter

calciumfreien Bedingungen im bovinen TM

3.1.2 Carbachol- und Endothelin-1-induzierte calciumunabhéangige
Kontraktion im bovinen ZM
Der oben beschriebene Versuchsablauf wurde mit bovinen ZM unter den gleichen
Versuchsbedingungen durchgefuhrt.
Mit Carbachol wurde wie im ZM eine calciumunabhéngige Kontraktion von 21,9 + 6,8%
(n=8) vs. 100% 10° mol/l Carbachol in Ringerlésung induziert. ET-1 lste unter extra-
und intrazellular calciumfreien Bedingungen keine Kontraktion (-0,8 = 0,4% vs. 100%

10® mol/l Carbachol in Ringerldsung, n=8) in diesem Gewebe aus (siehe Abb. 16 und
17).
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Abb. 16: Carbachol und ET-1-induzierte Kontraktion unter calciumfreien Bedingungen im

bovinen ZM. Originalaufzeichnung der isometrischen Kontraktionsmessung
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Abb. 17: Zusammenfassung der Carbachol- und ET-1-induzierten Kontraktion unter

calciumfreien Bedingungen im bovinen ZM
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Somit liegt unter diesen Versuchsbedingungen ein signifikanter Unterschied zwischen
bovinem TM mit einer calciumunabhangigen ET-1-Kontraktion und dem ZM vor, bei
dem die calciumunabhangige ET-1-Kontraktion ausbleibt. Abbildung 18 zeigt den

Vergleich der calciumunabhangigen ET-1-Kontraktion von bovinem TM und ZM.
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Abb. 18: ET-1-induzierte Kontraktion unter calciumfreien Bedingungen im bovinen TM und ZM.
Balkendiagramm des Vergleiches der prozentualen Kontraktion der ET-1-induzierten

calciumunabhéangigen Kontraktion im TM versus ZM
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3.1.3 Der Einfluss von Y-27632 auf die calciumunabhangige

Endothelin-1-induzierte Kontraktion im bovinen TM

Um zu untersuchen, ob die ROCK an der calciumunabhéngigen ET-1-induzierten
Kontraktion im bovinem TM beteiligt ist, wurde der hochspezifische ROCK-Inhibitor Y-
27632 eingesetzt. Zunachst wurde die Carbachol-induzierte Kontraktion (10°mol/l) in
Ringerldsung als Maximalpeak gemessen. Unter intra- und extrazellular calciumfreien
Bedingungen wurde anschlieRend das Y-27632 (10° mol/l) zugegeben und nach 20
Minuten zusétzlich zum Hemmstoff das ET-1 (10°® mol/l).

Im bovinen TM wurde die mit ET-1 unter calciumfreien Bedingungen induzierte
Kontraktion durch den ROCK-Inhibitor Y-27632 aufgehoben (n=8).

In Abbildung 19 wird die repréasentative Originalkurve der Kontraktionsmessungen
dieses Versuchsablaufes gezeigt. Abbildung 20 fasst die Ergebnisse der

calciumunabhéangigen ET-1-Kontraktion und die Hemmung der Kontraktion mit Y-27632
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Abb. 19: Hemmung der ET-1-induzierten calciumunabhangigen Kontraktion im bovinen TM
durch den ROCK-Inhibitor Y-27632. Originalaufzeichnung der isometrischen

Kontraktionsmessung
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Abb. 20: Zusammenfassung der Untersuchungen zur Hemmung der ET-1-induzierten
calciumunabhangigen Kontraktion im bovinen TM durch den ROCK-Inhibitor
Y-27632

3.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der Kontraktions-

messungen
Im bovinen TM und ZM konnen nach Entzug des intra- und extrazellularen Calciums
signifikante Carbachol-induzierte Kontraktionen gemessen werden.
Im TM zeigten sich auch calciumunabhangige ET-1-induzierte Kontraktionen. Hingegen
blieb beim bovinen ZM unter den gleichen Versuchsbedingungen die Kontraktion aus.
Unter Zusatz des ROCK Inhibitors Y-27632 wurde die calciumunabhangige ET-1-

induzierte Kontraktion des TM gehemmit.
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3.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen

3.2.1 Western Blot-Untersuchungen zum Nachweis der Expression
von Rho-A

3.2.1.1 Natives bovines TM und ZM

Des Weiteren ist von Interesse, ob die Schlisselenzyme des calciumunabhangigen
Kontraktionsmechanismus der glatten Muskelzellen auch in den kontraktilen Geweben
TM und ZM exprimiert werden. Natives bovines TM und boviner ZM wurden mittels
Western Blot auf die Expression der GTPase Rho-A untersucht.

Von drei verschiedenen nativen, bovinen TM und ZM zeigt die Abbildung 21
reprasentativ fir Gesamtlysate mehrerer Gewebe eine deutliche Bande bei 24 kDa.
Unter Verwendung des Blockpeptids (BP) ist das Signal bei 24 kDa deutlich

abgeschwacht.
bovines TM
+ BP
boviner ZM
- —— 24kDa _— P——
RhoA Rho-A
+ BP

Abb. 21: Expression von Rho-A in nativem, bovinen TM und ZM (links)

Abgeschwéchte Banden durch das BP als Spezifitatsnachweis (rechts)
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3.2.1.2 Kultivierte bovine TM- und ZM-Zellen

Zellkulturen von bovinem TM und ZM wurden ebenfalls mittels Western Blot auf die
Expression der Rho-A untersucht.

Es wurden mehrere TM- und ZM-Kulturen, die jeweils von unterschiedlichen Rindern
angezuchtet wurden, auf die Expression von Rho A untersucht. Diese Protein konnte in
allen untersuchten Kulturen nachgewiesen werden, Abbildung 22 zeigt eine deutliche
Bande bei 24 kDa. Unter Verwendung des BP ist das Signal bei 24 kDa deutlich
abgeschwacht.

bovine TM-Zellen

"fshc-‘;,'.:pw

-

o
‘ — 24kDa ——
v -,

+BP

bovine ZM-Zellen

24 kDa

“ ﬁ.‘ " '

+BP

Abb. 22: Expression von Rho-A in kultivierten, bovinen TM- und ZM-Zellen (links)

Abgeschwéchte Banden durch das BP als Spezifitatsnachweis (rechts)
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3.2.1.3 Kultivierte humanes TM- und ZM-Zellen
Auch Kulturen von humanem TM und ZM, die von mehreren Spenderaugen kamen,
wurden molekularbiologisch auf die Expression der Rho-A untersucht.
Die Bande bei 24 kDa zeigte sich in Kulturen von beiden humanen Augengeweben

(siehe Abb. 23) und wiederum deutlich abgeschwéacht nach Inkubation mit Antikérper
und BP.

humane TM-Zellen

W

- %0 —

RhoA RhoA
+BP

humane ZM-Zellen

‘“ — 24 kbDa ——

RhoA RhoA

+ BP

Abb. 23: Expression von Rho-A in kultivierten, humanen TM- und ZM-Zellen (links)

Abgeschwéachte Banden durch das BP als Spezifitatsnachweis (rechts)
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3.2.2 Western Blot-Untersuchungen zum Nachweis der Expression
von ROCK-1

3.2.2.1 Natives bovines TM und ZM
Ein weiteres Schllsselenzym des calciumunabhangigen Kontraktionsmechanismus ist

die ROCK. Molekularbiologisch wurde die Expression der ROCK-1 im TM und ZM
untersucht.

Natives bovines TM und ZM wurden mittels Western Blot Analysen auf das Vorliegen
von ROCK-1 untersucht. In allen Geweben konnte dieses Enzym bei 160 kDa
nachgewiesen werden (siehe Abb. 24). Die Spezifitdt dieser Bande wurde durch die

Verwendung des BP verifiziert.

bovines TM
-— 160 kDa ~ — .
ROCK-1 ROCK-1
+ BP
boviner ZM
.
— 160 kDa
ROCK-1 ROCK-1
+BP

Abb. 24: Expression von ROCK-1 in nativem, bovinen TM und ZM (links)

Abgeschwéchte Banden durch das BP als Spezifitatsnachweis (rechts)
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3.2.2.2 Kultivierte bovine TM- und ZM-Zellen

Zellkulturen von bovinem TM und ZM wurden ebenfalls mittels Western Blot auf die
Expression der ROCK-1 untersucht.

Es wurden mehrere TM- und ZM-Kulturen, die jeweils von unterschiedlichen Rindern
angezuchtet wurden, auf die Expression von ROCK-1 untersucht. Dieses Protein
konnte in allen untersuchten Kulturen nachgewiesen werden, Abbildung 25 zeigt eine
deutliche Bande bei 160 kDa. Unter Verwendung des BP ist das Signal bei 160 kDa
deutlich abgeschwécht.

bovine TM-Zellen

o 160 kDa
ROCK-1 ROCK-1
+BP
bovine ZM-Zellen
~ —_ 160kDa -
ROCK-1 ROCK-1
+BP

Abb. 25: Expression von ROCK-1 in kultivierten, bovinen TM- und ZM-Zellen (links)

Abgeschwéchte Banden durch das BP als Spezifitatsnachweis (rechts)
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3.2.2.3 Kultiviertes humanes TM und ZM
Zudem wurden Kulturen von humanem TM und ZM, die von mehreren Spenderaugen
stammten, molekularbiologisch auf die Expression der ROCK-1 untersucht.
Die Bande bei 160 kDa zeigte sich in Kulturen von beiden humanen Augengeweben
(siehe Abb. 26) und war wiederum deutlich abgeschwacht nach Inkubation mit
Antikoérper und BP.

humane TM-Zellen

——— 160 kDa
ROCK-1 ROCK-1
+BP
humane ZM-Zellen
I 160 kDa
T— .
ROCK-1
ROCK-1
+BP

Abb. 26: Expression von ROCK-1 in kultivierten, humanen TM- und ZM-Zellen (links)

Abgeschwachte Banden durch das BP als Spezifitatsnachweis (rechts)

3.2.3 Zusammenfassung der Western Blot-Analysen
Mittels der Western Blot Analysen konnten im nativem und kultivierten bovinem TM und
ZM und ebenso in kultiviertem humanem TM und ZM die GTPase Rho-A und ROCK

nachgewiesen werden. Die spezifischen Banden fir Rho-A lagen bei 24 kDa und fir
ROCK bei 160 kDa.
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4 DISKUSSION

Aus den Ergebnissen der Kontraktionsexperimente und Western Blot Analysen in dieser
Arbeit ergeben sich folgende Aussagen:

Wahrend mit Carbachol in TM und ZM unter intra- und extrazellular calciumfreien
Bedingungen Kontraktionen nachgewiesen werden konnten, wurde eine ET-1-induzierte
calciumunabhangige Kontraktion nur im TM beobachtet. Somit ist die ET-1-induzierte
ZM-Kontraktion vollstédndig calciumabhangig und damit liegen Unterschiede in der
calciumunabhé&ngigen Kontraktion zwischen TM und ZM vor.

Da die calciumunabhangige ET-1-induzierte Kontraktion des TM durch den ROCK-
Hemmstoff Y-27632 inhibiert wird, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass in
diesem Gewebe die ET-1-Kontraktion mit Beteiligung der GTPase Rho-A und der
ROCK stattfindet.

Im bovinen und humanen TM und ZM wurden die am calciumunabhangigen
Kontraktionsmechanismus glatter Muskulatur beteiligten Proteine Rho-A und ROCK

mittels Western Blot Analyse auf Proteinebene nachgewiesen.

4.1 Kontraktionseigenschaften des TM und ZM

4.1.1 Allgemeine Regulation
Wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben, besitzt das TM kontraktile Eigenschaften. Erste
elektrophysiologische Untersuchungen mit Mikroelektroden zeigten in TM-Zellen einen
Membranspannungsverlauf vergleichbar mit dem erregbarer glatter Muskelzellen. Bei
kultiviertem humanen TM konnten Veranderungen des Membranpotentials durch
Substanzen wie Acetylcholin und ET-1 gemessen werden, wie sie auch fur glatte
Muskulatur charakteristisch sind (Lepple-Wienhues et al., 1994).
Ferner weist dieses Gewebe die Morphologie kontraktiler Zellen auf. Kontraktile
Filamente (Fligel et al., 1992) sowie das Kontraktionsprotein Isoaktin-alpha (Coroneo et
al., 1991), welches auch in glatter Muskulatur zu finden ist, wurden nachgewiesen.
Molekularbiologische Nachweise fir ein glattmuskuldres Kontraktionssystem sind
neben dem erwahnten Nachweis des Glattmuskelmyosins die MLCK, welche im
humanen und bovinen TM und ZM detektiert wurde (Rosenthal et al., 2005b).
Kontraktionsexperimente zeigten eine signifikante Abnahme der Carbachol- und ET-1-

induzierten Kontraktion im TM nach Applikation von ML-7,einem spezifischen Inhibitor
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der MLCK (Rosenthal et al.,, 2005b). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
MLCK nicht nur im TM exprimiert wird, sondern auch funktionell aktiv ist.

Eine Beteiligung der MLCK an der Regulation des IOD wurde an Affen gezeigt, dort
fuhrte ML-7 bei intrakameraler Injektion zur Senkung des IOD (Tian et al., 2000b).

Die Regulation der Kontraktilitat von TM und ZM wurde intensiv untersucht. Dabei
wurden wichtige Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede zwischen beiden Geweben
bezuglich der Kontraktionsauslésung durch verschiedene Substanzen festgestellt.
Gemeinsamkeiten sind zum Beispiel die Expression von muskarinergen Rezeptoren
und nicht-selektiven Kationen-Kanalen. Mit selektiven muskarinen Antagonisten wurde
die Prasenz von funktionellen muskarinen Rezeptoren der Subtypen M2 und M3 in TM-
und ZM-Zellen nachgewiesen (Lepple-Wienhues et al., 1991a; Wiederholt et al., 1996;
Thieme et al., 2001a). Die mMRNA des M2-Rezeptors konnte auch in humanem TM und
ZM detektiert werden (Gupta et al., 1994). Der M1-Rezeptor spielt eine untergeordnete
Rolle bei der Carbachol-induzierten Kontraktion in diesen Augengeweben.

Mit 3-adrenergen Agonisten oder Prostaglandinen werden ebenfalls Kontraktionen in
beiden Augengeweben induziert (Lepple-Wienhues et al., 1991a).

Auf TM- und ZM-Zellen wurden weitere Neurotransmitter-Rezeptoren gefunden: alpha-
adrenerge, beta-adrenerge und Bradykinin-Rezeptoren sowie Neurotransmitter wie
Substanz P oder NO (Haefliger et al., 1992). Uber die entsprechenden Rezeptoren und
die Verfuigbarkeit von Neurotransmittern kbnnen diese Augengewebe direkt angesteuert
werden.

Unterschiede der kontraktilen Eigenschaften ergaben sich u.a. bezilglich der K'-
induzierten Kontraktion, welche im ZM einen stéarkeren Effekt zeigt als im TM, und des
adrenergen Systems, a-adrenerge Agonisten wirken nur im TM. Auch das cGMP/NO-
System wirkt im TM ausgepragter als im ZM.

Ein weiterer Unterschied, der moglicherweise therapeutisch genutzt werden kann, ist
die ET-1-induzierte Kontraktion, welche im TM starker als im ZM ist (Wiederholt et al.,
2000).

Aufgrund der kontraktilen Eigenschaften von TM und ZM kénnen somit Kontraktionen
und Relaxationen bewirkt werden, wodurch eine Widerstandserhbhung oder -
erniedrigung hervorgerufen und der Kammerwasserabfluss reguliert wird.

Die zurzeit fur die Verbesserung des Kammerwasserabflusses zur I0D-Senkung beim
POWG eingesetzten Wirkstoffe beeinflussen gleichzeitig das TM und den ZM.
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Um Nebenwirkungen einzuddmmen, die den ZM und damit die Akkomodation betreffen,
ist die Forschung derzeit daran interessiert, Mechanismen der kontraktilen
Beeinflussung des TM zu finden, die unabhéangig vom funktionell antagonistischen ZM

funktionieren.

4.2 Calciumunabhéangige Kontraktion

4.2.1 Allgemeiner Mechanismus bei glatter Muskulatur

Neben einem Kontraktionsmechanismus der glatten Muskulatur, der von einem
Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum und der Calciumfreisetzung aus
intrazellularen Calciumspeichern abhangig ist (Ruegg, 2000), gibt es einen
Mechanismus, der unabhangig von der zytosolischen Calciumkonzentration abléuft
(Andrea and Walsh, 1992; Somlyo and Somlyo, 2000).

An diesen calciumunabhéngigen Signalwegen sind unter anderem die
Schlisselenzyme PKC, RhoA sowie die ROCK und die MLCP beteiligt.

Die Regulation der Kontraktion erfolgt Uber zwei konvergierende Kaskaden. Die
Signaltransduktion Uber die GTPase Rho-A und ROCK stellt eine Kaskade dar, die
zweite findet mittels der PKC statt. Beide fuhren zur Inaktivierung der MLCP. Somit
bleibt die 20 kDa-Kette des Myosin phosphoryliert, die Interaktion mit Aktin wird
erleichtert und die calciumunabhangige Muskelkontraktion ausgeldst (Beech, 1997).

In Abbildung 27 werden die Regulationsmechanismen der Kontraktion glatter
Muskulatur zusammengefasst.

Glatte Muskulatur wird in einen intestinalen und einen vaskuléaren Typ differenziert. Die
Kontraktion des intestinalen Typs wird Uber die Bindung der Agonisten Histamin,
Serotonin, Acetylcholin und Prostaglandin F und E an die entsprechenden
Membranrezeptoren vermittelt. Die vaskulare glatte Muskulatur wird Uber alphay,-,
Vasopressin-, Thromboxan-A,-, Angiotensin-lI-, Serotonin- und Endothelin-Rezeptoren
(ETA, ETB) durch die jeweiligen Agonisten kontrahiert.
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Abb. 27: Schematische Ubersicht des calciumabhangigen und —unabhangigen Signalweges der
Kontraktion glatter Muskulatur [abgewandelt nach (Oberdisse, 2001)].

PLC: Phospholipase C; PIP,: Phophatidylinosiltol-bis-phosphat; IP3: Inositoltriphosphat; DAG:

Diacylglycerol; PKC: Proteinkinase C; CaM: Calmodulin; GEF: guanine nucleotide exchange

factor; ROCK: Rho-Kinasen; MLC: Myosin-light-chains; MLCK: Myosin-light-chain-kinase;

MLCP: Myosin-light-chain-phosphatase

4.2.1.1 Der GTPase Rho-A/ROCK-Signalweg
Uber die Bindung von Agonisten an die Membranrezeptoren wird die GTPase Rho-A
Uber die alpha-Untereinheit des rezeptorgekoppelten G-Proteins;yns aktiviert. Dabel
wird das komplex gebundene GDP durch GTP ersetzt. Der Rho-A-GTP-Komplex
aktiviert die ROCK (Leung et al., 1995), die ihrerseits eine Untereinheit der MLCP
phosphoryliert und damit inaktiviert (Somlyo and Somlyo, 2000). Die phosphorylierten
MLC fuhren durch die Interaktion mit Aktin schlief3lich zur Kontraktion (Riegg, 2000).
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Somit filhrt allein die Hemmung der Dephosphorylierung der MLC ohne einen Ca*'-
Anstieg zur Kontraktion.

Die Serin-/Threonin-Kinase ROCK mit einem Molekulargewicht von ca. 160 kDa
(Ishizaki et al., 1997) liegt in glatten Muskelzellen in den Isoformen ROCK1 und ROCK2
vor (Yoshii et al., 1999).

Der hochspezifische Hemmstoff der ROCK Y-27632 ((+)-R-trans-4-(1-Aminoethyl)-N-(4-
pyridyl)-cyclohexacarboxamid) ist ein Pyridinderivat mit einem Molekulargewicht von
338 kDa (Uehata et al., 1997; Ishizaki et al., 2000).

Abb. 28 stellt die chemische Struktur und die Molekularformel dar. Y-27632 inhibiert die
Aktivierung der ROCK (Uehata et al., 1997). Dies fuhrt durch die Dephosphorylierung
von Myosin zur erschwerten Interaktion mit Aktin und damit zur Relaxierung der glatten
Muskulatur. Der relaxierende Effekt von Y-27632 ist fur die GefalBmuskulatur bereits
ausgiebig erforscht (Fu et al., 1998). Dies zeigte sich auch in der Blutdrucksenkung beli
hypertensiven Ratten (Sauzeau et al., 2000). Bei glatter Muskulatur des Analbereiches
von Mausen zeigte die Anwendung von Y-27632 eine konzentrationsabhangige
Hemmung der Carbachol-induzierten Muskelkontraktion (Ayman et al., 2003).

Der relaxierende Effekt des ROCK-Inhibitors auf glatte Muskulatur wurde bereits bei der
Aorta von Hasen und Ratten (Uehata et al., 1997; Sauzeau et al., 2000), humanen
Bronchialarterien (Yamagata et al., 2000; Ito et al., 2001) sowie bei Mesenterialarterien

von Ratten (VanBavel et al., 2001) gezeigt.

Chemical Structure:

0 NH,
7\ [l |
N NH-C wm CH-CH,
— (R)
« 2HCI - HZO

Molecular Formula:
C14H21N3O « 2HCI H20

Abb. 28: Chemische Struktur und Molekularformel des ROCK Hemmestoffes Y-27632
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4.2.1.2 Die Proteinkinase C (PKC)

Bei Besetzung der an G-Protein gekoppelten Membranrezeptoren durch Agonisten wie
Endothelin und Serotonin und muskarinerge Agonisten wie Carbachol wird die
Phospholipase C aktiviert. Durch die folgende Spaltung von Phophatidylinosiltol-bis-
phosphat (PIP2) entsteht Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP5 fihrt zur
Freisetzung von Ca*" aus intrazellularen Speichern im Sarkoplasmatischen Retikulum.
DAG aktiviert hingegen die PKC. Die zur Familie der zytosolischen Serin- Threonin-
Kinasen gehérende PKC phosphoryliert das Protein CPI-17, welches die MLCP direkt
inhibiert (Walsh et al., 1994; Somlyo and Somlyo, 2000).

Bisher wurden 10 Isoformen der PKC identifiziert. Diese werden noch einmal in drei
Gruppen unterteilt: calciumabhéngige Isoformen (o, Bi1, B2, v); calciumunabhéngige
Isoformen (9, €, n, 6) und atypische Isoformen (A, &) (Thieme et al., 1999; Strauss et al.,

2002). In glatter Muskulatur konnten die a, B, €, und &-Isoformen nachgewiesen werden.

4.2.2 Calciumunabhéngige Kontraktion von TM und ZM

In dieser Arbeit wurden Kontraktionsmessungen im TM und ZM unter intra- und
extrazellular calciumfreien Bedingungen durchgefuihrt. Diese Bedingungen wurden
erreicht, indem der calciumfreien Ringerlosung EGTA zugefihrt wurde, um das
extrazellulare Calcium zu puffern. Der Zusatz des membrangangigen Calciumchelators
BAPTA-AM zur Extrazelluarlosung bewirkte einen Eintritt der Substanz in die Zellen, wo
der Esterrest durch zelleigene Esterasen abgespalten wird. Das nun
membranimpermeable BAPTA band das intrazellulare Calcium.

Unter diesen Bedingungen konnten calciumunabhangige Kontraktionen in beiden

Augengeweben nachgewiesen werden.

4.2.2.1 Die Carbachol-induzierte Kontraktion tber die PKC
Die Carbachol-induzierte calciumabhéngige Kontraktion im TM und ZM wird Uber
muskarinerge Rezeptoren vermittelt. Muskarinerge Rezeptoren aktivieren ebenfalls die
Signalwege der calciumunabhangigen Kontraktion.
In Kontraktionsexperimenten mit bovinem ZM und TM wurde eine teilweise calcium-
unabhangige, Carbachol-induzierte Kontraktion nach Entfernung des extrazellularen

Calciums gemessen.
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Im TM blieben unter diesen Versuchsbedingungen 42% der maximalen durch
Carbachol induzierten Kontraktionskraft erhalten, im ZM blieb die Carbachol-induzierte
Kontraktion aus (Lepple-Wienhues et al., 1991b). Ein calciumunabhéngiger
Kontraktionsweg glatter Muskulatur verlauft, wie vorbeschrieben tber die PKC.

ZM und TM zeigten hier deutliche Unterschiede bei Kontraktionsexperimenten in Bezug
auf verschiedene inhibierende und aktivierende Wirkstoffe. H-7, ein Hemmstoff der
PKC, hat eine relaxierende Wirkung auf das TM und lasst den ZM unbeeinflusst
(Thieme, 1999). Die gleichen Effekte wurden mit hodherspezifischen Inhibitoren wie
Chelerythrin und Myristhoilate beobachtet.

Molekularbiologisch wurden natives, bovines TM und der ZM sowie humane TM- und
ZM-Zellen untersucht, um die spezifischen Isoformen zu isolieren. Die Alpha- und
Epsilon-lso-Formen, deren Beteiligung an der Kontraktion glatter Muskulatur bekannt ist
(Allen and Walsh, 1994), wurden in beiden Geweben mittels Western Blot
nachgewiesen. Die calciumunabhangige e-Form war sehr stark im TM ausgepragt mit
vergleichsweise schwachem Signal im ZM (Thieme et al., 1999). In Ubereinstimmung
mit diesen Befunden zeigte sich bei isometrischen Kontraktionsmessungen, dass die
Applikation des PKC-Agonisten Phorbolester unter intra- und extrazellular calciumfreien
Versuchsbedingungen im bovinen TM eine signifikante Kontraktion ausloste, nicht aber
beim ZM (Thieme et al., 2000). Die PKC vermittelt somit im TM calciumunabhangige
Kontraktionen. Bei Anwendung des spezifischen ROCK-Hemmers Y-27632 erfolgte die
komplette Blockierung der Phorbolester-induzierten Kontraktion im bovinem TM.
Y-27632 ist somit nicht nur ein spezifischer ROCK-Inhibitor, sondern eine Rolle im PKC-
Signalweg wird vermutet. Allerdings erfolgt die Hemmung nur bei Einsatz deutlich
hoherer Konzentrationen (Thieme et al., 2000). Ein unspezifischer Effekt kann daher
nicht ausgeschlossen werden. An enukleierten Schweine- und Affenaugen bewirkte die
Applikation  der  PKC-Inhibitoren  Chelerythrine und H-7 in isolierten
Augenvorderkammern durch Gewebsrelaxierung und —erweiterung eine Senkung des
Abflusswiderstandes und damit eine Verbesserung des Kammerwasserabflusses. Dies
wurde jedoch durch eine Zerstérung des Zytoskeletts erklart (Tian et al., 1999; Tian et
al., 2000a) und nicht durch eine Hemmung der Kontraktilitat glatter Muskelzellen.
Wahrend die Beteiligung des PKC-Signalweges bei der durch muscarinerge Agonisten
induzierten, calciumunabhéangigen Kontraktion nachgewiesen wurde, wurde dieser
Signalweg bei der ET-1-induzierten, calciumunabhangigen Kontraktion im TM bisher

nicht untersucht.
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4.2.2.2 Die Endothelin-1-induzierte Kontraktion Gber Rho-A/ROCK
In den letzten zehn Jahren wurde eine Beteiligung der GTPase RhoA bei
verschiedenen G-Protein-vermittelten Prozessen wie Kontraktion, Wachstum und
Zelladhasion festgestellt (Seasholtz et al., 1999). Im humanen, kultivierten TM wurde
durch molekularbiologische Untersuchungen dieses Protein nachgewiesen (Thieme et
al., 2000).
In dieser Arbeit wurde molekularbiologisch bestatigt, dass die GTPase RhoA mit einem
Molekulargewicht von 24 kDa im bovinen TM und ZM vorliegt, dies wurde an nativem
Gewebe und an Zellkulturen nachgewiesen. Weiterhin war RhoA in humanen TM- und
ZM-Kulturen zu finden. Diese Proteinnachweise unterstiitzen die Vermutung, dass
RhoA im TM an der calciumunabhéangigen Signaltransduktion der Kontraktion beteiligt
ist. Der Nachweis des Enzyms in nativem, bovinen TM und ZM sowie in kultivertem TM
und ZM bestatigt, dass das Zellkulturmodell fir die Erforschung der Signalwege
herangezogen werden kann. Die identischen Ergebnisse der Western Blot Analysen der
humanen und bovinen Gewebe haben gezeigt, dass die Ergebnisse der bovinen
Augengewebe tatsachlich auf die humanen Ubertragbar sind. In glatten Muskelzellen
liegt RhoA mit einem Molekulargewicht von 21 kDa vor (Fujihara et al., 1997). Die
Banden bei ca. 24 kDa im TM und ZM liegen somit in einem Bereich des
Molekulargewichts dieses Proteins, welcher vergleichbar mit glatter Muskulatur ist.
Western Blot Analysen erbrachten in dieser Arbeit zudem den Nachweis der ROCK-1-
Expression im humanen und bovinen TM und ZM. Diese Arbeit zeigt zudem, dass die
calciumunabhangige ET-1-induzierte Kontraktion durch Y-27632 im bovinen TM
inhibiert werden konnte. Somit liegt ein weiterer Beweis der calciumunabhangigen
Kontraktionsregulation in diesen Geweben vor. Das Molekulargewicht der ROCK von
160 kDa in den Augengeweben ist vergleichbar mit dem Proteinnachweis in glatten
Muskelzellen (Yoshii et al., 1999).
Die potentielle Rolle des membrangangigen ROCK-Hemmers Y-27632 bei der
Modulation des Kammerwasserabflusses wurde in mehreren Studien untersucht. Bei
perfundierten Schweineaugen bewirkte die Inaktivierung der ROCK durch Y-27632 eine
Steigerung des Kammerwasserabflusses (Rao et al., 2001).
Zellen des Schlemm-Kanals zeigten unter Einfluss von Y-27632 Veranderungen in der
Zellmorphologie mit einer Minderung von fokalen Adhasionen und einem Verlust von
Aktinfasern. Die Permeabilitat der SC-Zellen wurde um ca. 80% gesteigert und eine
Abflusssteigerung des Kammerwassers um 40 - 80% registriert (Rao et al., 2001).
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Studien mit MLCK-Inhibitoren wie ML-9 (Honjo et al., 2002) zeigten, dass die
Phosphorylierung der MLC eine Rolle bei der Kontraktion und Relaxation von humanem
TM und Schlemm-Kanal-Zellen (SC) und damit beim Kammerwasserabfluss spielt
(Epstein et al., 1999; Tian et al., 2000a). Bei humanem TM und SC wurde gezeigt, dass
bei Anwendung des ROCK-Hemmers die Phosphorylierung der MLC reduziert wird
(Rao et al., 2001).

In Tierversuchen mit Kaninchen fiihrte die topische und intravitreale Applikation von Y-
27632 zu einem erhdhten Kammerwasserabfluss und damit zu einer signifikanten
Reduktion des 10D (Honjo et al., 2000). Weiterhin wurde keine Verédnderung der
Pupillenweite festgestellt (Waki et al., 2001). Ein entsprechendes Ergebnis wurde in
einem ahnlichem Experiment mit Schweineaugen beobachtet (Rao et al., 2001). Neben
der Kontraktionshemmung der am Kammerwasserabfluss beteiligten Gewebe hat Y-
27632 weitere Effekte auf das TM. In kultiviertem TM fihrte die Zugabe von Y-27632
zum fast vollstandigen Verlust der Aktin-Biindel, sowie zur Rundung und Retraktion der
Zellen. Mittels eines Phasenkontrastmikroskopes wurde beobachtet, dass sich die
Morphologie der TM-Zellen veranderte (Honjo et al., 2001).

Die Arbeitsgruppe Koga et al. untersuchte den Effekt von Y-27632 auf humane TM-
Zellen und stellten fest, dass dieser ROCK-Hemmer Effekte auf die TM-Zellaktivitat in
Bezug auf die Adhasion, Gel-Kontraktion und Zellmotilitat hervorruft. In
Zelladhasionstests zeigte sich, dass Y-27632 dosisabhangig die Zelladhasion des
Fibronektins und Kollagen Typ | fordert. Die Kollagen-Gel-Kontraktionsaktivitat der
humanen TM-Zellen wird ebenfalls dosisabhéangig durch Y-27632 (Koga et al., 2006)
inhibiert. Aufgrund fehlender Toxizitat auf humane TM-Zellen und die fehlende
Beeinflussung der Proliferation dieser Zellen durch den ROCK-Hemmer (Koga et al.,
2006) konnte dieser Wirkstoff eventuell therapeutisch eingesetzt werden.

Diesen Y-27632-induzierten Veranderungen auf die TM-Zellen wird eine Bedeutung auf
die Physiologie des Kammerwasserabflusses zugeschrieben und die in dieser Arbeit
aufgezeigte Kontraktionshemmung der ET-1-induzierten Kontraktion durch diesen
ROCK-Inhibitor festigt diese Vermutung. Die bisherigen zellmorphologischen
Ergebnisse und Kontraktionsmessungen des TM mit Y-27632 unterstitzen die
Vermutung, dass diese Substanz durch isolierte Relaxierung des TM ein ideales
antiglaukomatoses Medikament sein  kdnnte, welches zu einem erhdhten

Kammerwasserabfluss fiihrt und dabei den ZM unbeeinflusst lasst.
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4.3 Endothelin-1
4.3.1 Endothelin-Synthese

Bei den Endothelinen handelt es sich um drei strukturell verwandte, 21 Aminosauren
lange Isopeptide, das ET-1, ET-2 und ET-3, die jeweils mit zwei Disulfidbanden
verbunden sind.

Die zweistufige Proteolyse zur Bildung dieses Peptids beginnt mit dem ca. 200
Aminosauren umfassenden Pra-pro-Endothelin, aus dem mit Hilfe einer Endopeptidase
zunachst biologisch inaktive Vorstufen aus ca. 40 Aminosauren entstehen (Big
Endothelin-1, -2, -3). Durch die spezifische Metalloprotease Endothelin-Converting-
Enzyme (ECE) wird die Vorstufe zu den wirksamen Endprodukten umgewandelt.

Die Synthese wird zum Beispiel durch Hypoxie, die PKC, TNF-alpha, einen erhthten
Blutzucker und Ostrogenmangel stimuliert (Magnusson et al., 1994). Hingegen hemmen
NO, Prostazyklin, atriales natriuretisches Peptid (ANP), Heparin und Ostrogene sowie

PKC- Inhibitoren die Neubildung dieser Isopeptide.

PreProEndothelin-1 (ppET-1) |212

* Endopeptidase

[ Pro Endothelin-1 (pET-1) | 39
# Endothelin Converting Enzyme (ECE)

Endothelin-1

Abb. 29: Zweistufige Proteolyse der Endothelinsynthese [aus (Haefliger et al., 1999)]
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Die mMRNA des Préa-pro-Peptids von ET-1 konnte im Linsenepithel, der Cornea der
Maus, sowie im humanen Ziliarkdrper nachgewiesen werden (Prasanna et al., 2000;
Yorio et al., 2002).

Der Nachweis der Expression der mRNA des ET-1 erfolgte zudem in der Retina und im
optischen Nerv in Schweine- und humanen Augen (Ripodas et al., 2001). Im humanen
TM wurde hingegen keine Expression des Pré&-pro-Peptids und ECE-1 Isoformen bei
PCR-Untersuchungen festgestellt (Rosenthal, 2007).

Spezifische ECE-Hemmer, die den ET-1 Spiegel im Auge senken, werden flr

therapeutische Anwendungen erforscht (Wiederholt et al., 2000).

4.3.2 Systemische Endothelin-Effekte

ET-1 vermittelt die starkste bekannte Vasokonstriktion (Yanagisawa et al., 1988). Zu
den Endothelinwirkungen z&ahlen ferner die Vermittlung von Fibrosierungen von
Geweben, Zellproliferationen, Herzhypertrophie und Remodeling (Yanagisawa and
Masaki, 1989). AuRerdem spielt es eine Rolle bei proinflammatorischen Prozessen.

Bei Patienten mit multipler Sklerose und anderen Autoimmunerkrankungen zeigten sich
Plasmaspiegel von ET-1, die ca. 225% Uber dem Plasmaspiegel der Kontrollgruppe
lagen (Haufschild et al., 2001). Eine erhthte ET-1-Aktivitat wurde auch bei der
diabetischen Neuropathie festgestellt, vermutlich durch einen verminderten
endoneuralen Blutfluss (Cameron et al., 1994).

Ob die erhoéhten ET-1-Plasmaspiegel bzw. eine erhthte Aktivitat bei systemischen
Erkrankungen auf eine erhdhte Produktion, einen verminderten Metabolismus oder eine
gehemmte Exkretion zuriickzufuhren sind, ist bislang noch nicht eindeutig geklart
(Haufschild et al., 2001).

4.3.3 Endothelin-Rezeptoren

Die Isopeptide binden mit unterschiedlicher Affinitdt an die Rezeptoren ET-A und ET-B
und l6sen eine G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion aus. Die Affinitat wird durch die
Struktur des N- terminalen Endes des Peptids bestimmt.

Im Auge wurden beide Rezeptoren mittels molekularbiologischer Untersuchungen in
BlutgefalRen der humanen Retina und im Ziliarkdrper und der Iris von Ratten entdeckt
(Ripodas et al., 1998), sowie im bovinen TM und ZM (Choritz et al., 2005).

Der ET-A-Rezeptor wurde in Neuronen, Epithelien und in glatter Muskulatur

nachgewiesen. Aufllerdem wurde er mittels PCR im humanen ZM, TM und nicht
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pigmentierten Epithelzellen des Ziliarkorpers identifiziert (Tao et al., 1997; Tao et al.,
1998) sowie in der Tranendrise des Affen (Matsumoto et al., 1997). Er bindet ET-1 mit
hoherer Affinitat als ET-2 (Pang and Yorio, 1997). Bei Bindung eines Agonisten wird die
Phospholipase C aktiviert, welche das Membranlipid PIP, hydrolysiert und die second
messenger Diacylglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) entstehen. Uber DAG
wird die PKC-Aktivitat gesteigert und eine Kontraktion ausgelost (Levin, 1995). Die
Stimulation der Phospholipase C lUber den ET-A-Rezeptor ist bereits in humanen TM-
Zellen nachgewiesen worden (Haque et al., 1998).

Der ET-A-Rezeptor ist vermehrt in vaskularen Glattmuskelzellen vorhanden. Ein
selektiver Antagonist des ET-A-Rezeptors ist das BQ 123. In einer Vielzahl von Studien
wurde gezeigt, dass dieser Antagonist die Effekte von ET-1 signifikant blockiert (Haque
et al., 1996; Matsumoto et al., 1996). Isometrische Kontraktionsmessungen im bovinen
TM und ZM zeigten, dass die ET-1-induzierte Kontraktion durch die ET-A-Rezeptor-
Blockade mit BQ 123 in beiden Augengeweben signifikant reduziert wurde. Die
Expression des Rezeptors wurde mittels Western Blot im nativen bovinen TM und ZM
und in Zellkulturen nachgewiesen. Bei ca. 40 kDa zeigte sich nach Inkubation mit einem
spezifischen AK des ET-A-Rezeptors ein eindeutiges Signal (Choritz et al., 2005).

Da die Inhibition des ET-B-Rezeptors im TM keine signifikante Kontraktionsreduktion
ergab, ist davon auszugehen, dass in diesem Gewebe die Kontraktion Uber den ET-A-
Rezeptor vermittelt wird.

Somit wirde auch die in dieser Arbeit nachgewiesene calciumunabhangige ET-1-
induzierte Kontraktion des TM Uber den ET-A-Rezeptor vermittelt. Da dieser Rezeptor
jedoch auch im ZM exprimiert wird und die calciumunabhangige ET-1-induzierte
Kontraktion bei den Kontraktionsmessungen mit diesem Gewebe ausblieb, kann die
Rezeptorebene  nicht die  Schlisselrolle  bei  diesem  unterschiedlichen
Kontraktionsverhalten von TM und ZM spielen. Es ist davon auszugehen, dass sich die
anschlieBenden Signalkaskaden in beiden Geweben unterscheiden.

Der ET-B-Rezeptor kommt ebenfalls in glatter Muskulatur und im Endothel vor. Er
wurde des Weiteren durch Western Blot Analyse im nativen bovinen TM und ZM bei ca.
35 kDa nachgewiesen (Choritz et al., 2005).

Dieser Rezeptor bindet ET-3 starker als ET-1 und fuhrt Gber eine Kopplung mit der NO-
Synthetase zur Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin. Eine
Vasodilatation in Endothelzellen durch NO und eine Hemmung der Kontraktion von
glatten Muskelzellen durch das Prostazyklin ist die Folge. Endothelin aktiviert Gber den
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ET-B-Rezeptor G-Proteine, die die Adenylatzyklase stimulieren. Im ZM von Kaninchen
und Rindern wurden diese Effekte mit einem erhéhten cAMP nachgewiesen (Prasanna
et al., 2003).

Die Rolle des ET-B-Rezeptors bei der Kontraktion des TM und ZM wurde untersucht
und dazu der selektive Antagonist BQ 788 fiur die isometrischen
Kontraktionsmessungen im bovinen TM und ZM eingesetzt. Die ET-1 induzierte
Kontraktion wurde im bovinen TM durch das BQ 788 nicht reduziert. Hingegen zeigte
sich im bovinen ZM eine geringe, jedoch signifikante Reduktion der ET-1-Kontraktion
(Choritz et al., 2005).

Die Kontraktionsexperimente mit den spezifischen ET-1-Rezeptorblockern lassen
zusammenfassend darauf schlieRen, dass die ET-1-induzierte Kontraktion im TM durch
den ET-A-Rezeptor vermittelt wird. Der ET-B-Rezeptor scheint keine entscheidende
Rolle bei der ET-1-induzierten Kontraktion in diesem Gewebe zu spielen.

Im ZM scheint die ET-1-induzierte Kontraktion Uber beide Rezeptoren vermittelt zu
werden. Jedoch scheint keiner der beiden Rezeptoren eine calciumunabhangige
Kontraktion in diesem Gewebe zu vermitteln, da im ZM keine ET-1-induzierte

calciumunabhéngige Kontraktion ausgeldst werden konnte.

4.3.4 Endothelin-Effekte am Auge
Wie in Kapitel 1.4 der Einleitung beschrieben, handelt es sich bei dem Peptid ET-1 um
einen starken Vasokonstriktor, welcher im Kammerwasser in signifikant hoherer
Konzentration als im Plasma vorliegt (Lepple-Wienhues et al., 1992c). Ein erhohter
Plasmaspiegel von ET-1 wurde bei Patienten mit Retinitis pigmentosa im Vergleich zu
einer gesunden Probandengruppe gemessen und die ausgeltste Vasokonstriktion
wurde fur die Abnahme des retinalen Blutflusses verantwortlich gemacht (Cellini et al.,
2002).
Es gibt zahlreiche Hinweise dafir, dass ET-1 auch bei der Pathogenese des Glaukoms
eine grof3e Bedeutung zukommt.
Daflr spricht unter anderem, dass die Endothelinkonzentration im Kammerwasser und
Serum von Glaukompatienten erhéht ist (Cellini et al., 1997; Tezel et al., 1997). Dies gilt
nicht nur bei Patienten mit einem erhohten 10D, sondern auch bei
Normaldruckglaukom-Patienten (Kaiser et al., 1995).
In einer retrospektiven Studie mit Glaukompatienten, die einen progressiven

Gesichtsfeldverlust aufwiesen, wurden diese mit Glaukompatienten, die ein stabiles
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Gesichtsfeld und 10D-Profil aufwiesen, verglichen. Die Plasmakonzentration von ET-1
wurde bei beiden Probandengruppen untersucht und signifikant hohere
Konzentrationen bei den Patienten mit fortgeschrittenen Gesichtsfeldverlust gemessen
(Emre et al., 2005).

ET-1 wird als weitere Rolle in der Pathogenese des Glaukoms eine astrogliale
Proliferation in humanen Sehnervenkopf-Astrozyten zugeschrieben (Hernandez et al.,
2000; Prasanna et al., 2002). Verschiedene Experimente in den letzten Jahren zeigten
weitere diverse Effekte am Auge, die zur Glaukomentstehung beitragen. Endothelin
verursacht eine Kontraktion von glatter Gefalimuskulatur und Perizyten und scheint
daher bei der Regulation von retinaler und chorioidaler Durchblutung beteiligt zu sein
(Flammer et al., 1999; Flammer et al., 2002). Konzentrationsabhangig wird durch ET-1
der retinale Blutfluss gesenkt (Pang and Yorio, 1997). Bei langerer erhdhter ET-1
Konzentration im Auge kommt es zum Verlust von Axonen und zur Demyelinisierung
und daraus folgend zum Vasospasmus und zur Ischamie (Cioffi and Sullivan, 1999;
Oku et al., 1999; Flammer et al., 2001).

Eine IOD-Senkung um bis zu 50% stellte man bei okuléarer Applikation von ET-1 in
Affen- und Kaninchenaugen fest. Dies wurde auf die Hemmung der Produktion des
Kammerwassers im Ziliarkdrper zuruckgefuhrt, welche durch den ET-B-Rezeptor
vermittelt wird (Yorio et al., 2002). Jedoch wurde bei diesen Tierarten durch intraokulare
und retrobulbare Endothelininjektionen eine Optikusneuropathie entsprechend
glaukomatosen Papillenveranderungen hervorgerufen (Orgul et al., 1996a; Orgul et al.,
1996Db).

ET-1 setzt neurotoxische Substanzen frei und aktiviert calciumabhangig Gber den ET-B-
Rezeptor die endotheliale NO-Synthetase, die zu einer vermehrten NO-Produktion fuhrt.
NO férdert die Schadigung des Nervus opticus und der retinalen Ganglienzellen
(Haefliger et al., 2001). NO bewirkt eine Vasodilatation und eine Reaktion mit freien
Radikalen. Die Minderung des okularen Blutflusses durch den Vasokostriktor ET-1
verursacht Hamorrhagien und Mikroinfarkte durch die Schadigung der retinalen Gefal3e.
Die Gefal3schadigung, welche schlussendlich mit einer Zerstérung des Sehnerven
einhergeht, wird von der Arbeitsgruppe Flammer et al. fur die glaukomatosen
Veréanderungen verantwortlich gemacht (Flammer, 1994; Flammer et al., 1999).

Eine durch ET-1 hervorgerufene Hypoperfusion in der retinalen Zirkulation wurde
diskutiert und untersucht. Kontraktionsexperimente mit Ziliararterien von

Schweineaugen zeigten, dass mit Hilfe des Calciumkanalblockers Nifedipin ET-1-
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induzierte Kontraktionen selektiv inhibiert werden und eine Vasodilatation resultiert
(Meyer et al., 1995). Hingegen zeigten Calciumkanalblocker in der humanen Arteria
ophthalmica keinen Effekt auf die ET-1 induzierte Kontraktion (Haefliger et al., 1992), so
dass der Kontraktionsmechanismus von ET-1 Unterschiede bei den verschiedenen
Spezies aufweist. Weiter wurden ET-1-induzierte Kontraktionen im bovinen ZM und TM
gemessen (Lepple-Wienhues et al., 1991b) und damit ein Einfluss auf die
Kammerwasserabflusswege gezeigt.

All diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass diesem Peptid eine besondere
Bedeutung bei der Glaukom-Erkrankung zukommt. Damit sind die ET-1-induzierten
Signalwege als ein pharmakologischer Angriffspunkt fir die Glaukombehandlung von

Interesse.

4.3.5 Wirkung von Endothelin-1 auf TM und ZM

Es wurde in vielen Studien postuliert, dass ET-1 im ZM und TM eine Depolarisation des
Membranpotentials hervorruft und die Konzentration an intrazellularem Calcium erhoht.
Dadurch wird in beiden Augengeweben eine calciumabhangige Kontraktion ausgelost
(Stumpff and Wiederholt, 2000). Isometrische Kontraktionsmessungen zeigten eine
calciumabhangige ET-1-induzierte Kontraktion im bovinen ZM und TM.

Messungen des Calciumeinstromes und Anderungen des pH-Wertes in kultiviertem
bovinem TM ergaben unter dem Einfluss von ET-1 eine Erhéhung des Ca**-Influx und
pH-Steigerung, so dass angenommen wurde, dass ET-1 durch diese Effekte auf das
TM bei der Regulation des Kammerwasserabflusses beteiligt ist (Kohmoto et al., 1994).
Intrazellulare Calciummessungen des TM nach der Fura-2 Methode wurden
durchgefuhrt. Der Calciumanstieg und der Membranpotentialverlauf entsprachen den
Eigenschaften glatter Muskulatur (Lepple-Wienhues et al., 1992b).

Patch clamp-Experimente haben jedoch gezeigt, dass ET-1 keinen direkten Effekt auf
die L-Typ-Calcium-Kanale des TM ausubt (Thieme et al., 2005). Da ET-1 jedoch eine
transiente Reduktion des Maxi-K*-Kanals und damit eine Membrandepolarisation
induziert, werden die L-Typ-Calcium-Kanale so indirekt durch ET-1 aktiviert (Stumpff et
al., 2005).

In bovinen isolierten Augenvorderkammern, welche perfundiert wurden, konnte nach
Zugabe von ET-1 eine Abnahme des Kammerwasserabflusses Uber das TM festgestellt
werden (Wiederholt et al., 1995).
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Es konnte gezeigt werden, dass ET-1 eine Kontraktion des TM und des ZM auslost
(Thieme et al, 2001b). Somit wurde in beiden funktionell antagonistischen
Augengeweben eine Kontraktion mit ET-1 ausgeldst. Da der Effekt von Endothelin auf
das TM den dominanteren darstellt, kommt es zur Erhéhung des IOD aufgrund der
durch die Kontraktion des ™ hervorgerufenen Reduktion des
Kammerwasserabflusses.

Die Effekte von ET-1 auf die Kontraktion von humanen TM-Zellen wurden mit
semikonfluenten  Zellkulturen von normotensiven Spenderaugen untersucht.
Morphologische Analysen des Zytoskeletts ergaben nach Applikation von ET-1
(10pumol/l) eine signifikante Reduktion der Zellarea durch eine Kontraktion des
Zytoskeletts mit folgender Formretraktion. Bei Zugabe von ET-1 in verminderter
Konzentration traten die Effekte in geringerer Intension auf, so dass es sich um eine
dosisabhéngige Antwort handelt. Der Calciumkanalblocker Flunarizin inhibierte den
Effekt von ET-1 auf die humanen TM-Zellen (Cellini et al., 2006). Diese Inhibition war
jedoch nicht signifikant, so dass die Vermutung erhartet wurde, dass zusétzlich eine
vom extrazellularen Calcium unabhangige Kontraktion vorliegt.

Schon 1989 wurde im Schweinemodell gezeigt, dass die ET-1-induzierte Kontraktion
der vaskularen Glattmuskel-Zellen Gber intrazellular calciumabhangige und
calciumunabhangige Wege ausgeltst wird (Kodama et al., 1989).

Es wurden ET-1-induzierte Kontraktionen bei Aortazellen von Ratten ohne Beteiligung
von extrazellularem Calcium festgestellt und diese Kontraktionen Uber die Aktivierung
der PKC erklart (Marsault et al., 1990). Auch an isolierten TM-Streifen Ioste die
Applikation von ET-1 Kontraktionen in Abwesenheit von extrazellularem Calcium aus,
wobei eine ausreichende Freisetzung von Ca®* aus den intrazelluldren Speichern
diskutiert wurde (Lepple-Wienhues et al., 1992b).

In dieser Arbeit wurde mit BAPTA-AM zusétzlich das intrazellulare Calcium abgepuffert
und somit intra- und extrazellular calciumfreie Bedingungen geschaffen. Da unter
diesen Bedingungen signifikante calciumunabhangige ET-1-induzierte Kontraktionen im
TM gezeigt wurden, liegt bei diesem Gewebe ein anderer Signalweg vor: der
calciumunabhangige Kontraktionsmechanismus tber den RhoA/ROCK-Signalweg.
Endotheline sind physiologische Agonisten von RhoA-GTPase-vermittelten
Signalwegen  (Hall, 1998). Dies spricht flir den calciumunabhéngigen

Signaltransduktionsweg mit Beteiligung des Enzyms RhoA (Rosenthal et al., 2005a).
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In dieser Arbeit wurde zudem aufgezeigt, dass die ET-1-induzierte Kontraktion des TM
ebenfalls teilweise Uber einen calciumunabh&ngigen Signaltransduktionsweg stattfindet.
Weiterhin wurde in den durchgefuhrten isometrischen Kontraktionsmessungen
bewiesen, dass die ET-1-induzierte Kontraktion des ZM vollstandig calciumabhangig
ablauft. Dies ist ein Unterschied zur calciumunabhangigen Carbachol-induzierten
Kontraktion, die Uber den muskarinergen Rezeptor vermittelt wird und in beiden
Augengeweben nachweisbar ist.

Da die ET-Rezeptoren im TM und ZM vorhanden sind und die Expression der Enzyme
RhoA und ROCK in beiden Geweben nachweisbar sind, aber nur im TM die calcium-
unabhéngige ET-1-induzierte Kontraktion auslosbar ist, konnten mdglicherweise
unterschiedliche Isoformen der ET-Rezeptoren in beiden Geweben exprimiert werden.
Eine weitere Erklarungsmoglichkeit wére die Kopplung der ET-Rezeptoren an
unterschiedliche G-Proteine.

Die vollstandige Aufhebung der calciumunabhéangigen ET-1-induzierten Kontraktion des
TM gelang mittels des ROCK-Hemmestoffes Y-27632, so dass die Hypothese eines mit
dem der glatten Muskulatur vergleichbaren Kontraktionsmechanismus tber die GTPase
Rho-A und ROCK mit den Ergebnissen weiter gefestigt wird und eine Beteiligung der
PKC als Signalweg bei der ET-1-induzierten, calciumunabhangigen Kontraktion eher

unwahrscheinlich ist.

4.4 Bedeutung von Endothelin-1 fir das Glaukom

Ziel der Erforschung der genauen Funktionsmechanismen von den am
Kammerwasserabfluss Dbeteiligten Geweben ist, eine neue Alternative der
medikamentésen Glaukomtherapie zu entwickeln, welche Vorteile bezuglich des
Nebenwirkungs-Spektrums der bisherigen Therapie des POWG bietet.

Fur neue Wirkstoffe wird gefordert, dass diese eine Beeinflussung auf die Regulation
des TM hervorrufen ohne den ZM wie bisher mit zu beeinflussen.

Die spezifische Relaxation des TM férdert den Abfluss des Kammerwassers und fihrt
so zur I0D-Senkung. Der beschriebene funktionelle Antagonismus von ZM und TM
sollte sich durch die separate Kontraktionsdnderung des TM nicht mehr nachteilig auf
ZM-abhangige Funktionen auswirken. Dies ist gewahrleistet, wenn Mechanismen
entdeckt werden, die Unterschiede der Kontraktilitat der glattmuskeléhnlichen

Augengewebe aufweisen.
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Einen solchen Mechanismus stellt die calciumunabhangige ET-1-induzierte Kontraktion
des TM Uber den RhoA/ROCK-Signalweg dar. Ein weiterer Vorteil fur die
Glaukomtherapie wére, dass die calciumunabhangige Kontraktion nicht nur das T™M
beeinflusst, sondern auch die glatte GefaRmuskulatur. So kdnnte eine Inhibition dieses
Signalweges moglicherweise durch die Vasodilatation zur Steigerung des okularen und
retinalen Blutflusses fihren und damit die Durchblutung der Sehnervenpapille
verbessern. Durch diese indirekt neuroprotektive Wirkung kénnte gegebenenfalls die
irreversible Optikusatrophie aufgehalten werden. Die Verbesserung der retinalen
Hamodynamik durch die Relaxation von vaskularen Glattmuskelzellen oder Perizyten ist
ein weiterer Ansatzpunkt zur Optimierung der Glaukomtherapie.

ET-1 scheint an der Pathogenese des Glaukoms beteiligt zu sein, indem es zum einen
Kontraktionen in den am Kammerwasserabfluss verantwortlichen Geweben im
Kammerwinkel induziert und zum anderen den okuléaren Blutfluss verschlechtert.

In dieser Arbeit konnte durch ET-1 eine calciumunabh&ngige Kontraktion am TM
induziert werden ohne gleichzeitige Auswirkung auf den ZM. Damit wurden
Unterschiede in den Signalwegen von ET-1 im TM und ZM gefunden, die fiur die
nebenwirkungsfreie Therapie des Glaukoms erforderlich sind.

Mit ET-1 konnte eine calciumunabhé&ngige Kontraktion des bovinen TM von ca. 14% der
calciumabhangigen  Carbacholkontraktion in  Ringerlosung induziert werden
beziehungsweise 60% der calciumunabhéangigen Carbacholkontraktion.

Der hochspezifische ROCK-Inhibitor Y-27632 hob die calciumunabhangige Kontraktion
des Vasokonstriktors ET-1 im TM signifikant auf. Somit wird die separate Relaxation
des TM gewahrleistet und die durch den ZM verursachten Nebenwirkungen
ausgeschlossen.

Die Schliusselenzyme RhoA und ROCK des calciumunabhangigen Signalweges, die
molekularbiologisch im bovinen und humanen TM und ZM nachgewiesen wurden,
konnten als Angriffspunkt fur Inhibitoren gewahlt werden. Das bedeutet, dass Y-27632,
welches zur Relaxation kontraktiler Gewebe flhrt, als therapeutischer Wirkstoff zur
Abflussverbesserung tber das TM und damit zur IOD-Senkung angewendet werden

konnte.
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4.5 Ausblick

Da sowohl im TM als auch im ZM beide ET-Rezeptoren und auch die Enzyme RhoA
und ROCK exprimiert werden, ET-1 aber nur im TM den RhoA/ROCK-Signalweg
aktiviert, liegt die Vermutung nahe, dass die ET-Rezeptoren im TM und ZM an
unterschiedliche G-Proteine oder Signalwege gekoppelt sind oder dass unterschiedliche
Isoformen exprimiert werden.

Die Erforschung der Expression der G-Proteine wirde den Signalweg in den
Zielgeweben  weiter sichern und  gegebenenfalls das  unterschiedliche
Kontraktionsverhalten der ET-1-induzierten calciumunabhangigen Kontraktion im TM
und ZM erklaren. Zum anderen wiirde das Spektrum der méglichen Angriffspunkte der
pharmakologischen Beeinflussung der Kontraktilitats-Regulation erweitert.

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob unterschiedliche Rezeptor-Subtypen in den
beiden Augengeweben vorliegen und in diesem Fall doch auf der Rezeptorebene der
Signalweg unterschiedlich vermittelt wird. Zudem sollte untersucht werden, ob eventuell
weitere Enzyme zusatzlich zu denen des beschriebenen Signalweges in glatten
Muskelzellen die calciumunabhéngige Kontraktion regulieren.

Welchen Anteil der calciumunabhangige Kontraktionsmechanismus an der gesamten
Kontraktion ausmacht, muss noch genau geklart werden. In den bisher durchgefiihrten
Kontraktionsexperimenten mit bovinem TM wurde gezeigt, dass die
calciumunabhéngige Kontraktion nur einen Anteil von ca. 15% an der gesamten
Carbachol-induzierten Kontraktion ausmacht (Thieme et al., 2000).

Um die Signaltransduktionswege noch genauer zu verstehen und zu beeinflussen,
missen weitere Kontraktionsuntersuchungen mit stimulierenden und hemmenden
Substanzen durchgefihrt werden.

Die ET-1-induzierte calciumunabhangige Kontraktion des bovinen TM sollte auch im
humanen Gewebe nachgewiesen werden. Ob diese Kontraktion dann auch in vivo mit
dem ROCK-Hemmstoff Y-27632 inhibiert wird und damit einen glinstigen Effekt auf den
Abfluss des Kammerwassers ausldst, bleibt abzuwarten.

Ob dies fur einen neuen pharmakologischen Therapieansatz des POWG ausreichend
ist, missen weitere Untersuchungen klaren. Falls dies der Fall ist, misste eine
geeignete Applikation entwickelt werden ohne unglnstige systemische Wirkungen.

Ein Wirkstoff, der spezifisch und nebenwirkungsfrei eine isolierte Relaxation des TM
auslosen kann, unter Umgehung der Effekte des ZM mit seinen unerwinschten

Wirkungen wie Akkomodationsstérungen, wirde die medikamentdse Therapie einer der
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haufigsten  Augenerkrankungen  optimieren und die Lebensqualitat der
Glaukompatienten verbessern.

Eine Endothelin-Antagonisierung stellt hierbei ein vielversprechendes Therapiekonzept
zur Behandlung des Glaukoms dar; einerseits durch eine 10D-Senkung infolge der
Relaxation des TM, andererseits die Forderung der Durchblutung durch Vasodilatation
retinaler und parapapillarer Gefalie.

Weitere Untersuchungen der Kontraktilitittsmechanismen dieses Augengewebes und
die genaue Klarung der an der Pathogenese beteiligten Substanzen stehen im

Mittelpunkt der klinisch physiologischen Forschung der Glaukomerkrankung.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Glaukom ist eine der haufigsten Augenerkrankungen und Erblindungsursachen in
den Industrielandern. Ein individuell zu hoher 10D fihrt zur Atrophie des
Sehnervenkopfes, Gesichtsfeldausfallen und letztendlich zur Verminderung der
Sehleistung. Fur die Erhéhung des 10D ist ein gesteigerter Abflusswiderstand des
Kammerwassers die Hauptursache.
An der Regulation des Kammerwasserabflusses sind das TM und der ZM beteiligt. Die
Kontraktion des TM bewirkt eine Erh6hung des 10D, wéahrend die Kontraktion des ZM
eine |IOD-Senkung zur Folge hat.
Die zurzeit einzig moégliche Therapie des Glaukoms stellt die Senkung des IOD dar. Die
bisher eingesetzten Pharmaka zur 10D-Senkung beeinflussten die Kontraktilitat beider
Gewebe mit unerwiinschten Nebenwirkungen des ZM, so dass ein ideales Pharmakon
eine isolierte Hemmung der Kontraktilitdt des TM hervorrufen sollte.
Die Kontraktionsmessungen und Western Blot Analysen beider Gewebe haben
Folgendes ergeben:
1. Mit Carbachol konnten unter intra- und extrazellular calciumfreien Bedingungen
sowohl im bovinen TM als auch im ZM Kontraktionen induziert werden.
2. ET-1 I6st unter intra- und extrazellular calciumfreien Bedingungen Kontraktionen
nur im bovinen TM aus.
3. Die ET-1-induzierte ZM - Kontraktion ist vollstandig calciumabhangig.
4. Die calciumunabhangige ET-1-induzierte Kontraktion des TM kann durch den
ROCK-Inhibitor Y-27632 wieder aufgehoben werden.
5. Im bovinen und humanen TM und ZM werden die Enzyme Rho-A und ROCK1
exprimiert.
Aus diesen Ergebnissen lassen sich folgende Schlisse ziehen:
TM und ZM besitzen zuséatzlich zum calciumabh&ngigen Kontraktionsmechanismus ein
calciumunabhéngiges Kontraktionssystem. Die Expression der Schlisselenzyme RhoA
und ROCK im humanen und bovinen TM und ZM stitzen diese Hypothese.
Dieses System ist in beiden Geweben durch muskarinerge Agonisten aktivierbar, im TM
aktiviert auch ET-1, das eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese des Glaukoms hat,
das calciumunabhangige System, nicht aber im ZM. Im TM st an dieser

calciumunabhéngigen Kontraktion der RhoA/ROCK-Signalweg beteiligt.
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Die Hemmung dieses Signalweges bewirkt eine isolierte Kontraktionshemmung des
TM. Somit stellt die RhoA/ROCK-Hemmung ein ideales Target fiir eine Optimierung der
medikamentésen Therapie des POWG dar. Weitere Untersuchungen zum Verstandnis
der Kontraktilitatsregulation mittels Agonisten und Antagonisten und deren mogliche

klinische Relevanz stehen im Mittelpunkt der Forschung der Glaukomtherapie.
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7.1 Abklrzungsverzeichnis

AK
BSA
Ca2+
CaM
DAG
DMEM
ET-1
FCS
GEF
IOD
IPs3
LAE
MLC
MLCK
MLCP
PBS
PIP,
PKC
PLC
POWG
ROCK
SC
™
ZM

Antikorper

Bovines Serumalbumin

Calcium

Calmodulin

Diacylglycerol

Dulbeco’s Madification of Eagle’s minimal essential Medium
Endothelin-1

Fetal Calf Serum

guanine nucleotide exchange factor
Intraokularer Druck
Inositoltriphosphat

Lammli-Puffer

Myosin-Light-Chains
Myosin-Light-Chain-Kinase
Myosin-Light-Chain-Phosphatase
Phosphate-buffered-Saline
Phophatidylinosiltol-bis-phosphat
Proteinkinase C

Phospholipase C

Priméres Offenwinkelglaukom
Rho-Kinase

Schlemm Kanal-Zellen (cells)
Trabekulares Maschenwerk (Trabekelwerk)

Ziliarmuskel
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