Im vorliegenden Versuch war eine zusatzliche Gabe von TGF-B1 notwendig, um eine
nennenswerte Transformationsrate der Zellen zu erreichen. Dies sollte nicht zu der
Annahme verleiten, dass die Umwandlung nur durch TGF-B1 erreicht wurde. In der Tat
ist eine Kombination aus Fibronektingrundsubstanz und TGF-B1 - und damit eine
Kombination mechanischer und biochemischer Anreize- notwendig, um zu einer

Transformation zu flhren.

Das verwendete Transwell Assay System ist lediglich in der Lage, die Chemotaxis von
Zellen hinreichend zu untersuchen. Daneben existieren jedoch weitere Formen der
zellularen Migration, deren Rolle im Wundheilungsmodell nach Trabekulektomie noch

unbekannt ist.

Kapitel 6. Zusammenfassung und Ergebnis

Durch unser vertieftes Verstandnis der Wundheilung im Allgemeinen und der
Vernarbungsreaktion im Besonderen verlagert sich das Ziel einer intensivierten
postoperativen Nachsorge nach Trabekulektomie zunehmend in Richtung einer
gezielten Hemmung der durch den Tenonfibroblasten kontrollierten Proliferation,
Migration, Extrazellularmatrixproduktion und Transformation in Myofibroblasten. Die
Regulation dieser Funktionen erfolgt durch eine konzertierte Aktion zahlreicher
Wachstumsfaktoren. Die Trabekulektomie-Forschung bemuht sich, Medikamente zu
finden, die diese konzertierte Aktion unterdricken. Daher wurde der EinfluB der
Wachstumsfaktorinhibitoren Suramin und Genistein auf die Funktionen des
Tenonfibroblasten in vitro untersucht und die Ergebnisse mit denen des bereits
etablierten Antimetaboliten 5-FU verglichen. Darlber hinaus gibt es Operations-
Risikogruppen, bei denen die erzielte Operations-Erfolgsrate bei nur 15% liegt. Zur
Erklarung existiert bisher lediglich eine Modellvorstellung, nach der in Risikogruppen
Tenonfibroblasten-Zellpopulationen  existieren, die besonders empfindlich auf
Wachstumsfaktoreinfllisse reagieren und daher zu einer noch weiter gesteigerten
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Vernarbungsreaktion fihren. Es wurden daher neben normalen Fibroblastenkulturen
auch solche aus Operations-Risikogruppen angelegt, um die Frage zu klaren, ob
vorstimulierte Tenonfibroblastenpopulationen existieren und wie sie ggf. auf die

verwendeten Medikamente reagieren.

Migrationsassay: Tenonfibroblasten wurden im Transwell Assay System in der oberen
Kammer ausgesat. In die untere Kammer wurden Serum und das zu untersuchende
Medikament (Genistein, Suramin, 5-FU) flir eine Inkubationszeit von 16h gegeben.
Nach Fixierung und Anfarbung der gewanderten Zellen erfolgte die Auswertung durch
Auszéhlung der gewanderten Zellen mit dem Lichtmikroskop

Proliferationsassay: 24 h nach Aussaat einer definierten Zellzahl wurden die zu
untersuchenden Substanzen fir 3 Tage zu den Zellen gegeben. Die Auswertung
erfolgte durch Auszéahlung der Zellen und endete nach 28 Tagen.

FibronektinexpressionDie Uberstande der behandelten Zellen wurden Uber einen

Zeitraum von 28 Tagen gesammelt und ihr Fibronektingehalt ausgewertet

Transformationsverhalten in der Immunzytochemie: Tenonfibroblasten wurden auf
beschichteten Objekttragern ausgesat und mit 2ng/ml TGFB-1 supplementiertem Serum
und dem jeweiligen Medikament in Myofibroblasten umgewandelt. Die Bestimmung der
Transformationsrate  erfolgte anhand der  Auswertung einer  doppelten

Fluoreszenzfarbung unter dem Fluoreszenzmikroskop.

Ergebnisse: Alle verwendeten Medikamente waren in der Lage, die Migration von
Tenonfibroblasten sowie die Transformation in Myofibroblasten um etwa 50% zu
inhibieren. Die Proliferation wurde durch Suramin erst an den letzten beiden
Untersuchungstagen im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant gehemmt. Dagegen
lagen  die  Proliferationswerte  von  Genistein und 5-FU zu allen
Untersuchungszeitpunkten im Bereich des Ausgangswertes. Die Zellmorphologie war in
der mit 5-FU behandelten Gruppe im Vergleich zu Genistein, Suramin und der
Kontrollgruppe verandert. Alle untersuchten Medikamente unterdrickten die
Fibronektinexpression der Tenonfibroblasten um ca. 50% im Vergleich zur

71



Kontrollgruppe. 5-FU unterdriickte die Fibronektinexpression ab Tag 15 signifikant
besser als Genistein oder Suramin.

Unterschiede zwischen aktivierten und nicht-aktiviert Tenonfibroblastenpopulationen
konnten mit statistischer Signifikanz lediglich in der Fibronektinexpression festgestellt
werden. Diese Unterschiede wurden durch die medikamentése Behandlung,

unabhangig davon mit welchem Medikament sie erfolgte, unterdrickt.

Zusammenfassend hemmen sowohl Genistein als auch Suramin die einzelnen
Funktionen des Tenonfibroblasten signifikant. Diese Hemmung erstreckt sich tber
einen mindestens vier Wochen dauernden Zeitraum. Genistein hat dabei in einzelnen
Zellfunktionen zeitweise eine starkere Wirkung als das etablierte 5-FU und ist in seiner
Wirkung mit 5-FU vergleichbar. Suramin hatte einen schwacheren Effekt auf die
Fibroblastenfunktionen als 5-FU.
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