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1 Einleitung

Diese Arbeit beschreibt die Wirkung von Endothelin auf das Trabekelmaschenwerk und Még-
lichkeiten zur Inhibition der Endothelin-abhéngigen Signalwege. Das Trabekelmaschenwerk
bildet den wichtigsten Abflusswiderstand fir das Kammerwasser des Auges und ist damit an
der Regulation des Augeninnendrucks beteiligt. Dieses Gewebe bietet somit einen potentiel-
len Angriffspunkt fur die medikamentése Behandlung des Glaukoms, die eine effektive Sen-
kung des Augeninnendrucks zum Ziel hat. Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Kontraktilitat des Trabekelmaschenwerks eine bedeutende Funktion flr die Druckregulation
im Auge hat. Endothelin, dem eine Beteiligung bei der Pathogenese des Glaukoms zuge-
schrieben wird, beeinflusst die Kontraktilitdt des Trabekelmaschenwerks. Somit sind die En-
dothelin-induzierten Signalwege, die zur Kontraktion dieses Gewebes flihren, von besonde-
rem Interesse und Gegenstand dieser Arbeit.

1.1 Das Glaukom

1.1.1 Definition und Befunde

Aufgrund der Vielfalt der Glaukomformen ist eine einheitliche Definition der Erkrankung
schwierig. Daher wird heute unter den Glaukomen eine Gruppe von Optikusneuropathien
zusammengefasst, die charakterisiert ist durch einen fortschreitenden Untergang von retina-
len Ganglienzellen, sichtbaren Veranderungen der Sehnervenpapille (Papillenexkavation)
und der Entwicklung von glaukomtypischen Gesichtsfeldausfallen. In den meisten Fallen sind
beide Augen gleichermaBen betroffen.

Far die Schadigung der Ganglienzellen werden heute verschiedene Ursachen diskutiert. Da-
zu gehdren eine gestérte Durchblutung der Retina und des Sehnervenkopfes, genetische
Faktoren, toxische Faktoren und autoimmunologische Mechanismen [1]. Als wichtigster Risi-
kofaktor gilt jedoch bis heute ein erhdhter intraokularer Druck (IOD), fir den pathologische
Veranderungen der Abflussstrukturen im Kammerwinkel verantwortlich gemacht werden.

1.1.2 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Glaukom ist mit weltweit etwa 66,8 Millionen Erkrankten eine der haufigsten Augener-
krankungen [2]. Pro Jahr erblinden ca. 6,7 Millionen Menschen, d.h. etwa 10 % der Erkrank-
ten, am Glaukom. In den Industrienationen ist es nach altersabhangiger Makuladegeneration
und diabetischer Retinopathie die dritthaufigste Erblindungsursache, in den Entwicklungs-
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landern nach Katarakt die Zweithaufigste, weltweit ist es die haufigste Ursache irreversibler
Erblindungen [3, 4].

In Deutschland sind Schatzungen zufolge etwa 800.000 Menschen am Glaukom erkrankt [5],
im Jahr 2003 ging man hier von etwa 20.000 Glaukom-bedingt Erblindeten aus. Jahrlich
kommen etwa 1200 Neuerblindungen dazu, wobei ein Zuwachs auf Uber 2000 Neuerblin-
dungen fur das Jahr 2030 prognostiziert wird [6, 7].

Glaukome treten abh&ngig von der Form der Erkrankung in allen Altersgruppen auf, die Préa-
valenz nimmt mit steigendem Lebensalter zu. Die Pravalenz des Glaukoms wird jenseits des
40. Lebensjahres auf etwa 1,3 - 1,55 % in der weiBen Bevélkerung und 4,3 - 4,6 % in der
schwarzen Bevolkerung geschétzt [8]. Die Pravalenz steigt mit zunehmendem Alter in allen
Bevdlkerungsgruppen und wird bei den Uber 70-Jahrigen mit 6 % in der weiBen und 16 % in
der schwarzen Bevdlkerung angegeben [9]. Das Lebensalter ist demnach einer der Hauptri-
sikofaktoren flr eine Glaukomerkrankung.

Zudem variiert die Pravalenz zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen. Bei WeiBen U-
berwiegt das Primare Offenwinkelglaukom (POWG, ca. 90 % der Falle). Schwarze haben ein
etwa vierfach héheres Risiko, an einem POWG zu erkranken als WeiB3e und sind bereits in
jungerem Alter betroffen [10, 11]. Bei Asiaten tritt das Winkelblockglaukom sehr viel hdufiger
auf als in anderen Bevdlkerungsgruppen [12].

Diese Beobachtungen und die Tatsache, dass erstgradige Nachkommen von POWG-
Erkrankten ein héheres Erkrankungsrisiko als die Normalbevélkerung haben, deuten darauf
hin, dass eine genetische Determination als Risikofaktor fir die Glaukomerkrankung ange-
sehen werden muss [13-17].

Daneben gibt es zahlreiche weitere Risikofaktoren flr die Entwicklung einer Glaukomerkran-
kung. Zu den unbeeinflussbaren Risikofaktoren gehéren Alter und Geschlecht [16, 17].
Daneben existieren weitere, teilweise beeinflussbare Risikofaktoren wie okuldre Durchblu-
tung, Blutdruck und 10D. Dabei gilt ein erhéhter 10D als Hauptrisikofaktor fir die Entstehung
einer glaukomatésen Schadigung.

1.1.3 Klassifizierung der Glaukome

Eine Klassifizierung der unterschiedlichen Glaukomformen kann nach verschiedenen Ge-
sichtspunkten erfolgen. Die gebrauchlichsten Einteilungen orientieren sich an der zugrunde-
liegenden Ursache (primére und sekundare Glaukome), am Manifestationsalter (entwick-
lungsbedingte und adulte Glaukome), an morphologischen Kriterien (Offenwinkel- und Win-
kelblockglaukome) oder am klinischen Verlauf (akute und chronische Glaukome) [18].

Primare Glaukome gehen nicht mit anderen Augenveranderungen einher, d.h. die Ursache
der glaukomatésen Schadigung ist, zumindest gegenwartig, nicht bekannt. Sekundare Glau-



Einleitung 6

kome treten als Folge von anderen Augenerkrankungen, -verletzungen oder -operationen im
Kammerwinkel auf, die fir die glaukomatdse Schadigung verantwortlich gemacht werden
kénnen. In diesen Fallen ist die Ursache der Schadigung bekannt.

Bei den entwicklungsbedingten Glaukomen unterscheidet man kongenitale und juvenile
Glaukome, die in der frihen Kindheit bzw. im jugendlichen Alter auftreten und bei denen
Entwicklungsstérungen eine unvollstdndige oder gestdrte Ausbildung des Kammerwinkels
bzw. der Abflussstrukturen verursachen. Diese Entwicklungsstérungen treten h&ufig in Kom-
bination mit anderen Fehlbildungen des Kérpers auf.

Die morphologische Unterscheidung in Offenwinkel- und Winkelblock-Glaukom richtet sich
nach der Weite des Kammerwinkels.

Beim Offenwinkelglaukom ist der Kammerwinkel, der Winkel zwischen Cornea und Iris,
normal weit und betragt ca. 40°. Beim POWG verursachen pathologische Veranderungen
des Trabekelmaschenwerks, deren Atiologie bisher ungeklart ist, eine Abflussbehinderung
des Kammerwassers. Zu den wichtigsten Formen des Sekundaren Offenwinkelglaukoms
gehdrt das Pseudoexfoliationsglaukom, bei dem es zur Ablagerung von Material aus der
Uvea im Bereich des Trabekelmaschenwerks und des Schlemm-Kanals kommt, und das
Pigmentdispersionsglaukom, bei dem sich Pigmentgranula aus dem Pigmentepithel der Iris
I6sen und in das Trabekelmaschenwerk eingelagert werden. Dies fiihrt zu einer ,Verstop-
fung" dieses Ausflusssystems. Zudem kénnen Blut- und auch Entziindungszellen den Kam-
merwinkel verstopfen.

Beim Winkelblockglaukom kommt es infolge eines stark abgeflachten Kammerwinkels, der
nur noch ca. 15° betragt, zur Abflussbehinderung des Kammerwassers. Beim Primaren Win-
kelblockglaukom werden die Kammerwasserabflusswege teilweise oder vollstandig durch die
Iris blockiert. Die Sekundaren Winkelblockglaukome treten infolge von intraokuldren Entziin-
dungen, Blutungen oder Schwellung der Linse auf oder infolge von Tumoren und Metastasen
im hinteren Augenabschnitt.

Sowohl unter den Offenwinkel- als auch den Winkelblockglaukomen gibt es kongenitale
Formen, bei denen eine Fehlentwicklung des Kammerwinkels vorliegt.

1.1.4 Das Primare Offenwinkelglaukom

Das Primére Offenwinkelglaukom (POWG, Glaucoma chronicum simplex) stellt mit 90 % die
haufigste Glaukomform in Europa dar. Manner und Frauen sind gleich haufig betroffen [9].
Die Pravalenz fir ein POWG ab dem 40. Lebensjahr betragt in der weiBen Bevoélkerung etwa
1,2 % [19, 20].

Beim POWG kdnnen zwei Formen unterschieden werden, das POWG mit Glaukomschaden
bei erhdhtem Augeninnendruck (Hochdruckglaukom) und das POWG mit Glaukomschaden,
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aber normalem Augeninnendruck (Normaldruckglaukom). Daneben gibt es Patienten mit
einem erhéhten Augeninnendruck, aber ohne sichtbaren Glaukomschaden (okulare Hyper-
tension). Diese Falle deuten darauf hin, dass die in der Gesamtbevdlkerung ermittelten Nor-
malwerte in Einzelféllen nicht zutreffend sind. Da auch Patienten mit Normaldruckglaukom
von einer therapeutischen Senkung des Augeninnendrucks profitieren, wurde der Begriff des
,individuell erhdhten Augeninnendrucks® gepragt, der die Moglichkeit einer verringerten Tole-
ranz gegeniber statistisch normalen Druckwerten einschlief3t.

Im Gegensatz zu den akuten Glaukomen bleibt diese chronische Glaukomform oft lange Zeit
unerkannt, weil initial keine Beschwerden auftreten und die Patienten daher erst in einem
relativ spaten Stadium den bereits fortgeschrittenen Gesichtsfeldverlust bemerken. Bei der
Pathogenese dieser Erkrankung scheinen genetische Faktoren eine bedeutende Rolle zu
spielen. Bisher konnten drei Gene mit der Entstehung des POWG assoziiert werden, MYOC
(Myocilin), OPTN (Optineurin) und WDR36 [21]. Das erste, in Verbindung mit dem Juvenilem
Offenwinkelglaukom gefundene Gen war das Myocilin-Gen [22]. Mutationen des Myocilin-
Gens sind auch fiir einige Formen des POWG verantwortlich [23]. Bisher wurden 73 unter-
schiedliche Mutationen des Myocilin-Gens gefunden, die bei 3 - 4 % der Patienten mit
POWG auftreten [14]. Myocilin (friher: TIGR - trabecular meshwork inducible glucocorticoid
receptor) wurde im Auge in zahlreichen Geweben nachgewiesen wie Cornea, Iris, Ziliarkdr-
per, Trabekelmaschenwerk, im Kammerwasser und Glaskérper, aber auch in der Retina, der
Lamina cribrosa und dem Nervus Opticus [24]. Die Expression von Myocilin ist im Trabekel-
maschenwerk, der Sklera und Iris sehr hoch, wahrend im hinteren Augenabschnitt nur gerin-
ge Mengen exprimiert werden [23, 25]. In kultivierten Trabekelmaschenwerkzellen wird die
Myocilin-Expression durch Behandlung mit Dexamethason induziert [26, 27], was mdgli-
cherweise eine Ursache flr das Auftreten einer Steroid-induzierten, okuldren Hypertension
bei einigen Patienten nach Behandlung mit Dexamethason ist [25].

Uber die Funktion des Proteins Myocilin ist bisher wenig bekannt und somit der Zusammen-
hang zwischen Myocilin, Kammerwasserabfluss und Glaukomentstehung nicht geklart. Da
Myocilin-Knockout-Mause keine strukturellen Verédnderungen des Kammerwinkels zeigen
und einen normalen IOD haben [28], scheint ein Funktionsverlust des mutierten Myocilins
nicht Ursache fir die Glaukomentstehung zu sein. Myocilin wird vom Trabekelmaschenwerk
ins Kammerwasser sezerniert, wobei mutiertes Myocilin nicht sezerniert und im Zytoplasma
zurickgehalten wird [29]. Die intrazelluldre Akkumulation dieses Proteins kdénnte die Funkti-
on des Trabekelmaschenwerks beeintrachtigen.

Aus morphologischen Untersuchungen ist bekannt, dass die Erhéhung des 10D auf einer
Zunahme des Abflusswiderstandes im Bereich des Trabekelmaschenwerks beruht. Das
Trabekelmaschenwerk des Glaukompatienten weist spezifische morphologische und bio-
chemische Veranderungen wie Akkumulation von extrazellularer Matrix (EZM), Zellverlust
und eine beschleunigte Alterung auf [30, 31].
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Die Ursachen und Vorgange, die zu diesen Veranderungen fihren, sind bis heute nicht voll-
standig geklart. An der vermehrten Ablagerung von EZM im Trabekelmaschenwerk ist mégli-
cherweise der Wachstumsfaktor TGFf. beteiligt, der bei etwa 50 % der Patienten mit POWG
in erhdhter Konzentration im Kammerwasser nachgewiesen werden konnte [32]. In Zellkultu-
ren und perfundierten, vorderen Augenabschnitten konnte durch Behandlung mit TGFj, eine
Vermehrung von EZM induziert werden [33, 34].

1.2 Der intraokulare Druck

Der intraokulare Druck (IOD) wird bestimmt durch die Produktion und den Abfluss des Kam-
merwassers. Er ist flr die Aufrechterhaltung der Form des Bulbus verantwortlich und bewirkt
die gleichméaBige Anlagerung der Netzhaut. Der mittlere 10D der Bevélkerung betragt 15,5
mmHg. Die Normwerte liegen zwischen 10-21 mmHg und sind abhangig vom Lebensalter
und der Tageszeit, wobei Tagesschwankungen von weniger als 4 mmHg im Normalbereich
liegen [35-39]. Bei dieser rein statistischen Einteilung ist zu beachten, dass der |IOD individu-
ell von diesen Werten abweichen kann.

Ein erhéhter IOD gilt noch heute als Hauptrisikofaktor fir die Entstehung einer glaukomaté-
sen Schadigung. Es hat sich jedoch gezeigt, dass ein erhéhter IOD nicht zwingend eine
Glaukomerkrankung zur Folge hat, wie es bei der okularen Hypertension der Fall ist, und ein
Glaukomschaden auch bei einem im Normbereich liegenden IOD auftreten kann, wie das
Normaldruckglaukom zeigt [40]. Es scheinen also weitere Faktoren bei der Pathogenese des
Glaukoms von Bedeutung zu sein. Dennoch spielt der individuell zu hohe IOD eine groBe
Rolle fiir die Progression der Erkrankung, denn auch bei einem Normaldruckglaukom kann
die Senkung des I0OD auf niedrigere Werte den Verlauf der Erkrankung positiv beeinflussen
[41]. Auch wurde gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit, einen Sehnervenschaden zu be-
kommen, exponentiell bei einem erhéhten IOD ansteigt [42].

Die ,Glaukomsch&den" manifestieren sich vor allem am Sehnervenkopf, der Papilla nervi
optici. Durch diese verlassen die Axone der retinalen Ganglienzellen das Auge und bilden
retrobulbdr den Nervus opticus. An dieser Austrittsstelle der Sehnervenfasern durch die La-
mina cribrosa, einen fenestrierten Anteil der Sklera, werden die Axone auf kleinstem Quer-
schnitt gebindelt und sind fir Druckschaden am anfalligsten. Die sukzessive Zerstérung der
Sehnervenfasern bleibt lange Zeit vom Patienten unbemerkt. Sie manifestiert sich klinisch
als glaukomatése Papillenexkavation und als Verschmalerung des neuroretinalen Rand-
saums, der die noch verbliebenen Axone enthalt. Histopathologisch zeigt sich der Verlust
des Nervengewebes in einer Exkavation der Papillenoberflache, einhergehend mit einer
Kompression und Deformation der Lamina cribrosa. Diese morphologischen Verdnderungen
der Papille gehen den funktionellen Ausfallen (Gesichtsfeldverlust) oft um Jahre voraus und
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kénnen bereits in einer friheren Phase der Erkrankung durch entsprechende Untersuchun-
gen des Augenhintergrundes erfasst werden.

Der progressive Axonverlust ist erkennbar an einer Optikus-Atrophie, die mit dem Untergang
retinaler Ganglienzellen einhergeht. Dabei ist bisher nicht geklart, ob der Untergang primar in
der retinalen Ganglienzelle oder im Axon in der Papille beginnt und welcher Pathomecha-
nismus vorliegt. Zur primaren Schadigung der Papille gibt es zwei Theorien: Nach der me-
chanischen Theorie fuhrt der erhdéhte Druck zu einer direkten Schadigung der Axone durch
mechanische Kompression im Bereich der Lamina cribrosa [43], wahrend die vaskulare The-
orie eine Stérung der Mikrozirkulation in der Papille verantwortlich macht, die zur Unterver-
sorgung und damit zum Untergang retinaler Ganglienzellen fiihrt [44].

Da der individuell erhéhte 10D als Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung von Glaukomscha-
den gilt und von groBer Bedeutung fir die Progression der Erkrankung ist, haben alle zum
gegenwartigen Zeitpunkt angewandten Glaukomtherapien das Ziel, eine Senkung des 10D
zu induzieren. Diese kann durch verschiedene MaBnahmen erreicht werden, fiir deren Ver-
standnis Kenntnisse Uber die Physiologie des Kammerwassers und die Regulation des IOD
notwendig sind.

1.2.1 Produktion des Kammerwassers

Das Kammerwasser ist eine elektrolyt-, protein- und nahrstoffhaltige Flissigkeit, die durch
Aufrechterhaltung der Bulbusform eine formstabile W6lbung der Hornhaut und eine konstan-
te Refraktion des Auges gewahrleistet. Weitere Funktionen sind die Ernahrung der avaskula-
ren Gewebe, insbesondere der Linse und der Cornea, und die Detoxifikation des Augeninne-
ren, wobei der hohe Ascorbinsduregehalt zum Abfangen freier Radikale beitragt [45].

Das Kammerwasser wird vom Ziliarkérperepithel durch einen kombinierten Prozess aus Ul-
trafiltration und aktiver Sekretion aus dem Blutplasma gebildet und in die hintere Augen-
kammer sezerniert, wobei die Ultrafiltration eine untergeordnete Bedeutung bei der Kam-
merwasserproduktion hat. Die treibenden Krafte fir die Kammerwassersekretion sind aktive
Transportprozesse im Ziliarkdrperepithel [18]. Beteiligte Enzyme sind die Na*-K*-ATPase,
welche Natrium-lonen in die Hinterkammer sezerniert, und die Carboanhydrase. Wasser
folgt dem durch aktiven Transport aufgebauten osmotischen Gradienten passiv nach. Neben
den genannten Enzymen ist das B-adrenerge System an der Kammerwassersekretion betei-
ligt. Faktoren wie Hypoxie und Hypothermie, die den aktiven Metabolismus hemmen,
schranken die Kammerwasserproduktion ein. Der 10D selbst dagegen hat auf die Produktion
keinen nennenswerten Einfluss. Durchschnittlich werden 2 - 4 ul Kammerwasser pro Minute
gebildet, wobei die Produktion tageszeitlichen Schwankungen unterliegt und wahrend des
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Schlafes stark absinkt [46, 47]. Die Kammerwassersekretion nimmt mit zunehmendem Alter
ab, bedingt durch Veranderungen in der Ultrastruktur der Ziliarkérperepithelzellen.

1.2.2 Abfluss des Kammerwassers

Das in die Hinterkammer sezernierte Kammerwasser umspult die Linse, flieBt durch die Pu-
pille von der hinteren in die vordere Augenkammer und verldsst das Auge Uber die Abfluss-
strukturen im Kammerwinkel, der sich zwischen Cornea und Iris befindet (siehe Abbildung 1).
Zwei fur den Kammerwasserabfluss entscheidende Strukturen sind der Schlemm-Kanal und
das Trabekelmaschenwerk. Der Schlemm-Kanal liegt in der perilimbalen Sklera am corne-
oskleralen Ubergang. Die innere Wand des Kanals wird von unregelméaBigen, spindelférmi-
gen Endothelzellen gebildet. Die Begrenzung des Kanals zur vorderen Augenkammer stellt
das Trabekelmaschenwerk dar, das sich gitternetzartig tber dem Kanal ausdehnt. Der Skle-
ralsporn trennt das Trabekelmaschenwerk vom Ziliarmuskel, dessen Muskelzellen radiar am
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des Kammerwinkels [48].

Der Hauptanteil des Kammerwassers (85 %) verlasst das Auge Uber die trabekulare (kon-
ventionelle) Route (siehe Abbildung 2). Das Kammerwasser flieBt durch das Trabekema-
schenwerk in den Schlemm-Kanal und von dort Uber intrasklerale Sammelkanéale in die e-
piskleralen Kammerwasservenen [49-51]. Dieser Weg ist abhdngig vom Druck und der vor-

handenen Kammerwassermenge.
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Uber die uveosklerale Route flieBt der geringere Anteil von ca. 15 % des Kammerwassers
aus dem Auge ab. Das Kammerwasser gelangt Uber die Iriswurzel und die interstitiellen
Raume des Ziliarmuskels in den suprachorioidalen Raum, von dort in die vendésen GefaBe
der Iris, des Ziliarmuskels und der Chorioidea und flieBt Uber die Vortexvenen ab. Der Kam-
merwasserabfluss Gber den uveoskleralen Weg ist druckunabhangig. Bei jingeren Men-
schen kann der uveosklerale Abfluss bis zu 30 % betragen, bei alteren Menschen nimmt er
mit zunehmender Hyalinisierung des Bindegewebes im Ziliarmuskel, der den Hauptwider-
stand in diesem Abflussweg darstellt, ab.

Ein kaum nennenswerter Anteil des Kammerwassers flieBt direkt lber die Iris ab. Bei einem
Gleichgewicht von Produktion und Abfluss des Kammerwassers wird der Kammerinhalt auf
diese Weise alle 1 - 2 Stunden erneuert und der 10D bleibt, von geringen Tagesschwankun-
gen abgesehen, weitgehend konstant.

a konventionelle Route Uber das Trabekelwerk
b uveosklerale Route

¢ Abfluss Uber die Iris

Abbildung 2: Abflusswege des Kammerwassers [52].

1.2.3 Regulation des intraokularen Drucks

Da die Kammerwasserproduktion anndhernd konstant ist und nur in sehr seltenen Fallen
eine Stérung der Produktionsrate eintritt, ist fir die Regulation des 10D die Beschaffenheit
der Abflusswege und damit der Abflusswiderstand von entscheidender Bedeutung [53].

Der Abflusswiderstand des uveoskleralen Abflussweges wird beeinflusst durch den Kontrak-
tionszustand des Ziliarmuskels sowie den Auf- und Abbau der Extrazellularmatrix dieses
Gewebes. Da der Ziliarmuskel durch radiar verlaufende Fasern Uber den Skleralsporn mit
dem Trabekelmaschenwerk verbunden ist, beeinflusst dessen Kontraktionszustand auch den
Widerstand des konventionellen Abflussweges. Entscheidend fir den Abflusswiderstand
dieses Weges ist jedoch die Beschaffenheit des Trabekelmaschenwerks selbst. In den letz-
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ten Jahren wurde durch zahlreiche Untersuchungen gezeigt, dass das Trabekelmaschen-
werk, entgegen friiheren Meinungen, kein passiver Filter ist, sondern dass es selbst aktiv an
der Regulation des Kammerwasserabflusses beteiligt ist (siehe Kapitel 1.3).

Entscheidend fir den Abflusswiderstand sind auch die Endothelzellen, die den Schlemm-
Kanal begrenzen. Diese besitzen die einzigartige Fahigkeit, in Abhangigkeit vom Druckgra-
dienten transzellulare Kanéle zu bilden, die sich dynamisch 6ffnen und schlieBen und das
Kammerwasser in den Schlemm-Kanal leiten.

Mit zunehmendem Alter kommt es zu Veréanderungen der Kammerwasserabflusswege und
dadurch zu einer Erhéhung des Abflusswiderstandes. Da gleichzeitig im Alter die Kammer-
wassersekretionsrate sinkt, bleibt der IOD insgesamt im Normalbereich.

Pathologische Veranderungen des Trabekelmaschenwerks, wie sie beim POWG auftreten,
stéren das Gleichgewicht zwischen Kammerwassersekretion und -abfluss und fihren zu ei-
ner Erhéhung des IOD. Diese Stérungen machen sich insbesondere bei zunehmendem Alter
bemerkbar. Untersuchungen des Trabekelmaschenwerks, der wichtigsten Barriere im kon-
ventionellen Abflussweg, bilden daher einen Schwerpunkt der Glaukomforschung.

1.2.4 Therapieansatze zur Senkung des intraokularen Drucks

Alle derzeit in der Therapie des POWG eingesetzten MaBnahmen dienen der Senkung des
IOD. Dabei wird zuerst eine medikamentése Behandlung eingeleitet [54]. Bei einem nicht
ausreichenden Effekt der medikamentésen Therapie, Unvertraglichkeitsreaktionen oder
mangelnder Compliance besteht die Indikation zur drucksenkenden Lasertherapie oder zur
operativen Therapie. Es bieten sich prinzipiell zwei Ansatzpunkte zur Behandlung, eine Sen-
kung der Kammerwasserproduktion oder eine Erhéhung des Kammerwasserabflusses. Da-
bei bietet die Verbesserung des Abflusses den Vorteil, dass die physiologische Kammerwas-
serproduktion und damit auch die Funktionen des Kammerwassers erhalten bleiben. Wichtig
ist hierbei insbesondere das Abfangen freier Radikale, da oxidativer Stress mdglicherweise
zu den pathologischen Veranderungen des Trabekelmaschenwerks beim Glaukom beitragt
[55, 56].

Bei der medikamentdsen Therapie werden in erster Linie lokal applizierbare Medikamente
eingesetzt. Zur Senkung der Kammerwasserproduktion werden Carboanhydrase-Hemmer
(z.B. Dorzolamid) oder B-Blocker (z.B. Timolol) eingesetzt, eine Erhéhung des Kammerwas-
serabflusses wird durch Parasympathomimetika (z.B. Pilocarpin), a-adrenerge Agonisten
(z.B.Clonidin) oder Prostaglandin-Analoga (z.B. Travoprost, Latanoprost) erreicht. Von den
Prostaglandin-Analoga ist bekannt, dass sie zusétzlich eine geféBdilatierende Wirkung aus-
Uben und dadurch die okuldre Durchblutung verbessern. Somit entfalten sie zusatzlich zur
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drucksenkenden eine neuroprotektive Wirkung [57-59]. Haufig werden mehrere Pharmaka
kombiniert, um eine optimale Drucksenkung zu erzielen.

Bei den vorwiegend angewandten, drucksenkenden Lasertherapien kann das Kammerwas-
ser-produzierende Gewebe zerstért werden (Zyklophotokoagulation) oder der trabekulare
Abfluss verbessert werden (Lasertrabekuloplastik).

Bewirken diese Therapien keine effektive Drucksenkung, besteht die Mdglichkeit zur operati-
ven Therapie. Bei der Trabekulektomie wird dem Kammerwasser ein neuer Abflussweg unter
dem Bindegewebe erdffnet. Daneben besteht die Mdglichkeit ein Abflussventil einzulegen.
Bei der Uberwiegenden Zahl der Patienten kann jedoch durch eine medikamentése Kombi-
nationstherapie die Progression der Erkrankung Uber einen langeren Zeitraum verhindert
oder zumindest verlangsamt werden.

Obwohl der gréBte Anteil des Kammerwassers Uber den konventionellen Weg das Auge ver-
lasst, in dem das Trabekelmaschenwerk die wichtigste Barriere darstellt, entfaltet keines der
heute in der Pharmakotherapie des Glaukoms eingesetzen Medikamente eine direkte Tra-
bekelmaschenwerk-spezifische Wirkung. Zahlreiche Medikamente wirken entweder hem-
mend auf die Kammerwassersekretion oder sie beeinflussen den uveoskleralen Abflussweg.
Eine Ausnahme bildet das Pilocarpin, welches indirekt Uber eine Ziliarmuskelkontraktion das
Trabekelmaschenwerk beeinflusst. Der Einsatz dieses Medikaments ist jedoch mit Neben-
wirkungen wie Akkomodationsstérungen und Stérungen der Pupillenmotorik verbunden. Ziel
einer optimalen Glaukomtherapie sollte daher sein, den Kammerwasserabfluss Uber das
Trabekelmaschenwerk zu verbessern, ohne dabei andere glatte Muskeln im Auge zu beein-
flussen.

1.3 Das Trabekelmaschenwerk

Das Trabekelmaschenwerk spannt sich als lockeres, schwammartiges Gewebe in der Kam-
merwinkelbucht zwischen Skleralsporn und Schwalbe-Linie der peripheren Cornea aus und
bildet die Begrenzung des in der Sklera gelegenen Schlemm-Kanals zur vorderen Augen-
kammer hin (siehe Abbildung 3).

Im Trabekelmaschenwerk lassen sich drei strukturell und funktionell unterschiedliche Schich-
ten erkennen [33]. Die innere Wand des Schlemm-Kanals bildet die juxtakanalikulare oder
kribriforme Schicht, ein unregelmaBiges Netzwerk feiner Fibrillen. Darlber liegen die corneo-
sklerale Schicht, die sich zwischen Cornea und Sklerasporn aufspannt, und die uveale
Schicht, die an die Vorderkammer angrenzt. Bandférmige Trabekellamellen werden von gro-
Ben Poren durchbrochen, die von Trabekelendothelzellen ausgekleidet sind und zum Endo-
thel des Schlemm-Kanals immer dichter und feiner werden [60].
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Das Kammerwasser flieBt relativ ungehindert durch die einzelnen Schichten des Trabekel-
maschenwerks bis zum juxtakanalikularen Maschenwerk. Dieses kleinporigste, trabekulare
Gewebe bildet zusammen mit der Endothelschicht, die den Schlemm-Kanal begrenzt, den
Hauptabflusswiderstand [33].

Die juxtakanalikulare Schicht ist mit extrazellularer Matrix (EZM), bestehend aus kollagenen
und elastischen Fasern, Glykoproteinen, Proteoglykanen und Glykosaminoglykanen, ausge-
fullt. Die Zusammensetzung der EZM ist entscheidend fir den Abflusswiderstand und kann
zur Abflussbehinderung und Erhéhung des 10D beitragen. Beim POWG konnten verstarkte
Ablagerungen verschiedener Materialien in der juxtakanalikularen Schicht sowie Verande-
rungen der Trabekelmaschenwerk-Morphologie nachgewiesen werden [33]. Auch tritt eine
Vermehrung des extrazellularen Materials mit zunehmendem Alter auf.

Schwalbe-Linie
Corneosklerale
Schicht

Juxtakanalikulare Uveale Schicht

Schicht

o
i .-:-_‘_.-': o
Sklera - - P
i
o ~

Schlemm-Kanal

Iris

Skleralsporn

Abbildung 3: Die Schichten des Trabekelmaschenwerks im Kammerwinkel [18].

1.3.1 Trabekelmaschenwerk und Abflusswiderstand

Der Abflusswiderstand wird durch die GroBe der intertrabekuldren Maschen bestimmt. Eine
Verkleinerung dieser Maschen flihrt zum Anstieg des Abflusswiderstandes, eine VergréBe-
rung der intertrabekuldren Maschen verringert den Abflusswiderstand und damit auch den
IOD. Uber welchen Mechanismus die Weite der intertrabekuldren Maschen reguliert wird ist
seit Jahren Gegenstand kontroverser Diskussionen.
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Eine Annahme besagt, dass der Abflusswiderstand durch Veranderungen des Zytoskeletts
beeinflusst wird [61-67]. In den Zellen des Trabekelmaschenwerks befinden sich Mikrofila-
mentsysteme, deren Hauptbestandteil das kontraktile, filamentéare Aktin bildet. Extrazellulare
und zytoplasmatische Faktoren wirken auf die Interaktionen des Zytoskelettsystems ein, die
den Kammerwasserabfluss regulieren. Auch eine Beteiligung von Mikrotubuli und Intermedi-
arfilamenten an der Regulation des IOD durch das Trabekelmaschenwerk wurde gezeigt.

Ein weiterer Mechanismus, Uber den das Trabekelmaschenwerk auf den Abflusswiderstand
einwirkt, besteht in der Volumenregulation der Zellen [68-71]. In Untersuchungen an perfun-
dierten bovinen und humanen Augenvorderkammern wurde gezeigt, dass gezielte Verande-
rung des Volumens der Trabekelmaschenwerkzellen durch Anderung der Osmolaritat des
Perfusats zu Anderungen des Abflusswiderstandes fiihren [68]. Bei der Volumenregulation
des Trabekelmaschenwerks sind Chloridkanéle [71], spannungsabhangige Kaliumkanéle
[70], aber auch verschiedene Transporter wie der Na*/H*-Antiporter und der Na*-K*-2ClI-
Symporter beteiligt [69], wobei es zur Beteiligung des Na*-K*-2CI-Symporters widersprichli-
che Aussagen gibt [69, 72].

Anderungen des Abflusswiderstandes kénnen auch durch den Auf- und Abbau von EZM
durch das Trabekelmaschenwerk induziert werden [73]. Trabekelmaschenwerkzellen sind in
der Lage, die verschiedenen Komponenten der EZM zu synthetisieren. Gleichzeitig bilden
sie Matrixmetalloproteinasen, die den Abbau der EZM bewirken, und deren Inhibitoren. Ein
Auf- und Abbau von EZM findet vermutlich stédndig im Trabekelmaschenwerk statt und tragt
zur Regulation des Abflusswiderstandes bei.

Neben diesen Parametern hat die Kontrakitilitdt sowohl des Ziliarmuskels als auch des Tra-
bekelmaschenwerks einen entscheidenden Einfluss auf die PorengrdBe. Eine Kontraktion
des Ziliarmuskels dehnt das Trabekelmaschenwerk auf, der Abfluss lber den konventionel-
len Abflussweg wird erleichtert und der IOD sinkt (siehe Abbildung 4). Zusatzlich wird durch
die Kontraktion des Ziliarmuskels der unkonventionelle Kammerwasserabfluss verringert. Da
dieser Effekt jedoch gering ist, bewirken Substanzen, die zur Kontraktion des Ziliarmuskels
fihren, insgesamt eine Senkung des 10D. Die Maschenweite kann auch durch die Kontrakti-
on bzw. Relaxation des Trabekelmaschenwerks selbst reguliert werden. Eine Kontraktion hat
eine Verkleinerung der intertrabekuldren Maschen und damit eine Erhéhung des Abflusswi-
derstandes zur Folge, wahrend eine Relaxation die VergréBerung der Maschen bewirkt und
somit den Kammerwasserabfluss férdert [74, 75].
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Abbildung 4: Wirkungsmechanismus von Pilocarpin: Bei Kontraktion des Ziliarmuskels in-
duziert durch Pilocarpin werden durch Zug des Muskels am Sklerasporn die intertrabekula-
ren Rdume des Trabekelmaschenwerks aufgedehnt (b). Im relaxierten Zustand des Ziliar-
muskels sind die Maschen des Trabekelmaschenwerks enger und der Abflusswiderstand
héher (a) (modifiziert nach [76]).

1.3.2 Das Trabekelmaschenwerk als kontraktiles Gewebe

Entgegen der friheren Vorstellung, dass das Trabekelmaschenwerk als passiver Filter der
Beeinflussung des Ziliarmuskels unterliegt, wei man heute, dass das Gewebe kontraktile
Eigenschaften besitzt und aktiv an der Regulation des Kammerwasserabflusses beteiligt ist.
Barany war 1962 der Erste, der dem Trabekelmaschenwerk Glattmuskel-dhnliche Fahigkei-
ten zuschrieb [77]. 1991 konnte erstmals an bovinem Trabekelmaschenwerk eine pharmako-
logisch ausgeléste Kontraktion nachgewiesen werden [78]. 2005 konnte an einem in vitro
Zellkulturmodell der Nachweis fiir die Kontraktilitdt von humanem Trabekelmaschenwerk
erbracht werden [79]. Kontraktionen des Trabekelmaschenwerks kénnen durch cholinerge
und a-adrenerge Agonsiten induziert werden, wahrend -adrenerge Agonisten eine Relaxa-
tion von vorkontrahiertem Gewebe ausldésen [80]. Die cholinerge Stimulation verlauft im We-
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sentlichen Uber den muskarinergen M3-Rezeptor, aber auch der M2-Rezeptor wurde im
Trabekelmaschenwerk nachgewiesen und ist an der Kontraktion beteiligt, wahrend der M1-
Rezeptor eher eine untergeordnete Bedeutung hat [80, 81]. Auch durch den Vasokonstriktor
Endothelin konnten Kontraktionen des Trabekelmaschenwerks induziert werden [78, 79, 82-
87].

Die Untersuchungen zur Kontraktilitdt von Trabekelmaschenwerk und Ziliarmuskel zeigten,
dass die beiden glattmuskuldren Gewebe auf alle untersuchten Substanzen jeweils gleich-
sinnig reagierten, also entweder eine Kontraktion oder eine Relaxation zeigten [78, 80, 88].
Da die Kontraktion der beiden Gewebe einen gegensinnigen Effekt auf den Abflusswider-
stand hat, liegt ein funktioneller Antagonismus zwischen Trabekelmaschenwerk und Ziliar-
muskel vor [89]. Es wurden jedoch Unterschiede in der Effektivitat der Substanzen zwischen
beiden Geweben gefunden. Uberwiegt der Effekt einer Kontraktions-induzierenden Substanz
auf den Ziliarmuskel, wie es fir Parasympathomimetika beschrieben ist, so resultiert daraus
eine Senkung des Abflusswiderstandes und damit des IOD (siehe Abbildung 5).

Pilocarpin
/ wiekter Effekt)
(indirekter Effekt)
ZM | —pp-| TM ™

o

Aufdehnung Kontraktion

'

? Abflussrate Abflussrate ¢
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Abbildung 5: Funktioneller Antagonismus zwischen Trabekelmaschenwerk (TM) und Ziliar-
muskel (ZM). Eine Kontraktion des ZM, induziert durch Pilocarpin, fihrt (ber eine Aufdeh-
nung des TM zu einer Steigerung der Abflussrate, wéhrend eine Kontraktion des TM zu einer
Abnahme der Abflussrate fihrt. Da der Effekt von Pilocarpin auf den ZM liberwiegt, resultiert
daraus insgesamt eine Senkung des IOD (modifiziert nach [89]).



Einleitung 18

Far den Vasokonstriktor Endothelin wurde dagegen gezeigt, dass die Wirkung auf das Tra-
bekelmaschenwerk starker ist als auf den Ziliarmuskel [78], was eine Erhdhung des Abfluss-
widerstandes und des |IOD durch Endothelin erklaren wirde.

1.4 Endothelin

Im Jahr 1985 wurde gezeigt, dass das Endothel von BlutgefaBen eine bislang unbekannte,
stark vasokonstringierende Substanz sezerniert [90], die endothelium-derived constricting
factor genannt wurde und als Peptid mit einem Molekulargewicht von 3 kDa identifiziert wur-
de [91]. Diese Substanz konnte spater aus kultivierten Endothelzellen isoliert und sequen-
ziert werden und wurde Endothelin genannt [92].

Endothelin ist ein Polypeptid aus 21 Aminos&uren und gehdrt zu den starksten bekannten
Vasokonstriktoren. Bisher wurden drei verschiedene Isoformen des Endothelins identifiziert
(Endothelin-1 bis -3) [93], die von unterschiedlichen Genen kodiert werden [94, 95]. Endothe-
lin-1 ist die potenteste und im Kérper am weitesten verbreitete Isoform [92, 93, 96-98]. Endo-
theline werden aus grdBeren Peptiden (Praproendotheline), bestehend aus 160-238 Amino-
sauren, gebildet. Dabei entstehen durch die Einwirkung einer Endopeptidase zunachst biolo-
gisch inaktive Vorstufen (big Endothelin-1, -2, -3) aus 37-41 Aminoséauren, die durch spezifi-
sche Endothelin-Converting-Enzyme zu den wirksamen Endprodukten umgewandelt werden
[98-100].

Endotheline werden nicht nur in Endothelzellen produziert, sondern wurden auch in anderen
Zellen und Geweben nachgewiesen, wobei die Expression der einzelnen Isoformen gewebe-
spezifisch ist. So fand man Endothelin-1 in den glatten Muskelzellen der GeféBe, im Herzen,
in der Niere und im zentralen Nervensystem. Die Bedeutung der vasokonstriktorischen Ei-
genschaften des Endothelins fir die Entstehung zahlreicher, vor allem kardiovaskularer Er-
krankungen ist hinreichend erwiesen [98]. Auch konnten Effekte auf verschiedene Strukturen
des Auges und eine Beteiligung an der Pathogenese des Glaukoms gezeigt werden (siehe
Kapitel 1.4.2).

1.4.1 Endothelin-Rezeptoren

Die drei bekannten Isopeptide des Endothelin, Endothelin-1, Endothelin-2 und Endothelin-3,
binden mit unterschiedlicher Affinitat an zwei pharmakologisch und funktionell unterschiedli-
che Rezeptoren, den Endothelin-A-Rezeptor (ET-AR) und den Endothelin-B-Rezeptor (ET-
BR) [101]. Die Existenz und Funktion eines weiteren Rezeptors (ET-CR) wird noch kontro-
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vers diskutiert. Dieser wurde bisher nur in Xenopus-Arten nachgewiesen und bindet bevor-
zugt Endothelin-3 [102, 103].

Endothelin-Rezeptoren gehdren zu den klassischen G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Sie
besitzen sieben Transmembrandomanen, die durch drei extrazellulare und drei zytoplasma-
tische Loops voneinander getrennt sind. Endothelin-Rezeptoren haben eine GréBe von 35
bis 70 kDa. Die Aminosauresequenzen der zwei Subtypen, ET-AR und ET-BR, sind zu etwa
59 % identisch. Sie unterscheiden sich vor allem am extrazelluldren N-Terminus und am zy-
toplasmatischen C-Terminus [95].

Die beiden Rezeptoren werden in den verschiedenen Geweben des Kodrpers unterschiedlich
stark exprimiert. ET-AR finden sich hauptséachlich auf glatten Muskelzellen der GeféaBe und
Kardiomyozyten und vermitteln kontraktile Effekte [104, 105]. Sie binden Endothelin-1 besser
als Endothelin-2 und Endothelin-3, wobei die Affinitat fir Endothelin-1 1000fach héher ist als
die fir Endothelin-3 [106]. ET-BR werden hauptsachlich auf Endothelzellen exprimiert und
bewirken Uber die Freisetzung von NO aus dem GeféBendothel eine Vasodilatation [107].
ET-BR wurden auch auf glatten Muskelzellen gefunden, wo ET-BR spezifische Agonisten
eine Kontraktion auslésen [97, 108, 109]. Daher wird angenommen, dass auf glatter Musku-
latur und GefaBendothel verschiedene ET-BR-Subtypen exprimiert werden. Vermutlich han-
delt es sich dabei um verschiedene Splicing-Varianten identischer mRNA [108], deren Be-
deutung aber bislang ungeklart ist, da keine pharmakologischen Unterschiede in der Rezep-
torbindung festgestellt werden konnten [110].

1.4.2 Endothelin im Auge

Endothelin-1 wurde im Kammerwasser von humanen und bovinen Augen nachgewiesen,
dort liegt es in zwei bis drei mal héherer Konzentration als im Plasma vor [111]. Bedingt
durch die Blut-Retina-Schranke im hinteren Abschnitt des Auges und die Blut-
Kammerwasser-Schranke im Vorderabschnitt kann Endothelin-1 nicht tber den Blutweg ins
Auge gelangen, was auf eine lokale Synthese und Sekretion hindeutet. In immunhistochemi-
schen Studien wurde gezeigt, dass Endothelin-1 im humanen Auge vor allem in der Vorder-
kammer, aber auch in der Chorioidea, in retinalen BlutgeféaBen, im retinalen Pigmentepithel
und im Nervus opticus vorliegt [112, 113]. In der Vorderkammer konnte Endothelin-1 mittels
Immunfarbung in allen Schichten der Cornea entdeckt werden und auch in allen Abschnitten
des Trabekelmaschenwerks. Untersuchungen zur Expression von Endothelin-1 mRNA in der
Vorderkammer des Auges mittels in situ Hybridisation zeigten ein positives Signal in der Iris,
dem Ziliarkérper und dem Ziliarmuskel. Eine starke Expression zeigte sich im nicht pigmen-
tierten Ziliarkérperepithel [113]. Der Nachweis von Endothelin-Converting-Enzym im Ziliar-
korperepithel deutet darauf hin, dass dieses Gewebe Endothelin-1 produziert und ins Kam-
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merwasser sezerniert [114]. Das zeigten auch Untersuchungen an Kulturen von humanen,
nicht pigmentierten Ziliarkérperepithelzellen, bei denen Endothelin-1 mittels Radioimmuno-
assay im Kulturmedium nachgewiesen wurde [111]. Die lokale Synthese dieses Peptids deu-
tet auf eine physiologische Rolle im Auge hin. Es wurden zahlreiche okuldare Wirkungen des
Vasokonstriktors beschrieben (Ubersichtsarbeit: [115]), dazu gehéren Hemmung der Kam-
merwasserproduktion [116], Modulation des okularen Blutflusses [117, 118], Stimulation von
Astrozytenproliferation [119], Hemmung des anterograden, axonalen Transports [120] und
Regulation der Kollagensynthese in der Lamina cribrosa [121]. Aufgrund dieser Effekte hat
Endothelin-1 sowohl einen Einfluss auf die Homdostase in der Vorderkammer und damit auf
den IOD als auch auf die Funktion retinaler Ganglienzellen. Die genaue Bedeutung von En-
dothelin-1 im gesunden Auge ist bisher nicht vollstdndig geklart und daher Gegenstand in-
tensiver Forschung.

1.4.3 Bedeutung von Endothelin fiir das Glaukom

Die Frage, ob Endothelin an der Pathogenese des Glaukoms beteiligt ist, stellte sich, als in
den ersten Untersuchungen zur Wirkung von Endothelin-1 auf die am Kammerwasserabfluss
beteiligten Gewebe nachgewiesen wurde, dass dieses Peptid eine Kontraktion sowohl des
Trabekelmaschenwerks als auch des Ziliarmuskels induziert [78]. Diese Ergebnisse lieBen
einen Einfluss von Endothelin-1 auf den Kammerwasserabfluss und damit auf den 10D ver-
muten und fuhrten zu weiteren Untersuchungen, die nach einer Verbindung zwischen Endo-
thelin und Abflusswiderstand suchten.

Messungen der Endothelin-1-Konzentration im Kammerwasser ergaben, dass diese bei Pa-
tienten mit POWG héher ist als in einer nichtglaukomatdsen Kontrollgruppe [122, 123]. Auch
in Tiermodellen zum Glaukom wurden erhéhte Endothelin-1-Konzentrationen im Kammer-
wasser nachgewiesen [124, 125]. Diese Befunde deuten eine Beteiligung von Endothelin-1
an der Pathogenese des Glaukoms an und riickten den Vasokonstriktor weiter in das Inte-
resse der Glaukomforschung.

Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen ergaben, dass die okuldre Applikation von
Endothelin-1 einen Einfluss auf die Kammerwasserproduktion und den Kammerwasserab-
fluss hat [74, 126, 127]. Mehrere Studien mit unterschiedlichen experimentellen Anséatzen
zeigten, dass die Erhéhung der Endothelin-1-Konzentration im Kammerwasser zu einem
Anstieg des 10D fuhrt [128-131]. Ferner wurde beobachtet, dass Endothelin-1 eine Hem-
mung des chorioidalen [118] und retinalen [117] Blutflusses verursacht, die zur Schadigung
retinaler Ganglienzellen und zu pathologischen Verédnderungen des Sehnervenkopfs fihrt
[132, 133]. Zudem lieB sich bei Kaninchen und Affen durch intraokuldre und retrobulbare
Endothelininjektionen eine Optikusneuropathie ahnlich der glaukomatdsen Papillenverénde-
rungen erzeugen [134, 135]. Diese zahlreichen Untersuchungen belegen, dass Endothelin
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Uber die mechanische und auch Uber die vaskulare Komponente die Pathogenese des Glau-
koms beeinflusst.

Somit ist die okuldre Wirkung von Endothelin im Hinblick auf einen méglichen pharmakologi-
schen Angriffspunkt fir die Behandlung des Glaukoms interessant. Eine Antagonisierung der
Endothelin-Effekte bietet ein vielversprechendes Therapiekonzept, einerseits durch die For-
derung der Durchblutung infolge von Vasodilatation retinaler und chorioidaler GeféBe [136,
137], andererseits durch eine Senkung des IOD infolge von Trabekelmaschenwerksrelaxati-
on [82, 86].

Thema der vorliegenden Arbeit sind die Endothelin-induzierten Signalwege, die eine Kon-
traktion des Trabekelmaschenwerks auslésen. Die genauen Kenntnisse dieser Signalwege
bieten Mdglichkeiten zur gezielten Inhibition. Die Antagonisierung der Endothelin-Effekte am
Trabekelmaschenwerk kénnte eine neue Mdglichkeit der pharmakologischen Glaukomthera-
pie darstellen.
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2 Untersuchung des Trabekelmaschenwerks

Als Untersuchungsobjekt diente vorwiegend Trabekelmaschenwerk aus bovinen Augen, die
von einem ortlichen Schlachthof bezogen wurden. Das Alter der Tiere, deren Augen verwen-
det wurden, lag zwischen 2 und 4 Jahren. Daneben wurden Untersuchungen an humanem
Trabekelmaschenwerk aus enukleierten Augen oder Skleralringen, die nach durchgefuhrten
Keratoplastiken zur Verfligung standen, durchgefihrt.

2.1 Praparation des Gewebes

Die Praparation des bovinen Trabekelmaschenwerks erfolgte sowohl fir die Kontraktions-
messungen als auch fur die Anlage der Zellkulturen nach der von Lepple-Wienhues be-
schriebenen Methode [138], wobei die Praparation fur die Kultivierung von Zellen unter steri-
len Bedingungen durchgefuhrt wurde.

Bei der Praparation wurde zunachst der Bulbus vorsichtig von dem umgebenden Fettgewe-
be, den Augenlidern und der &uBeren Muskulatur befreit. AnschlieBend wurde das Auge ent-
lang des Aquators halbiert und der hintere Abschnitt verworfen. Vom vorderen Augenab-
schnitt wurden Linse, Linsenkapsel und Glaskdrperreste entfernt. AnschlieBend wurde dieser
in gleichgroBe Abschnitte aufgeteilt, die auf einer Unterlage fixiert und unter mikroskopischer
Sicht weiterprapariert wurden. Mit einer Pinzette wurde die Iris vorsichtig angehoben, bis am
korneoskleralen Ubergang das Ligamentum pectinatum sichtbar war, was dann durchtrennt
wurde. Die Iris und das an sie anschlieBende Ziliarkérperepithel konnten durch feine Hori-
zontalschnitte abprépariert werden, bis das grauweiBliche Trabekelmaschenwerk und die
blauschwarze, radiar verlaufende Schicht der Ziliarmuskelzellen freilagen. Zirkular verlaufen-
de Ziliarmuskelfasern wurden dabei mit dem Ziliarepithel entfernt und verworfen. Durch
Langsschnitte in den Ziliarmuskel entsprechend der Faserrichtung wurde dieser in feine Ge-
websstreifen zerteilt, die dann vom quer gelegenen Trabekelmaschenwerk getrennt wurden.
Um eine ,Kontamination“ des verbleibenden Trabekelmaschenwerks durch Fremdgewebe,
wie etwa einstrahlende Ziliarmuskelfasern, zu vermeiden, wurden als nachstes zwei vertikale
Schnitte parallel zum Ansatz des Ligamentum pectinatum an den beiden Randern des Tra-
bekelmaschenwerks durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der Trabekelmaschenwerk-Streifen
vorsichtig von der Sklera abgeldst und in kleinere Streifen zerteilt, die dann fir die Kontrakti-
onsexperimente oder das Anlegen von Zellkulturen verwendet wurden.

Die Praparation bei humanem Gewebe erfolgte in &hnlicher Weise. Die humanen Augen
wurden unmittelbar nach ihrer Enukleation auf Eis gelagert und prapariert. Unter mikroskopi-
scher Sicht wurden die Augen aquatorial eréffnet. Nach der Durchtrennung der Zonulafasern
und Entfernung der Linse konnte der Ziliarkérper mit der Iris von der Sklera gelést werden.
Das Trabekelmaschenwerk konnte bei humanen Augen hier durch das Einlegen eines feinen
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Drahtes (& 0,5 mm) in den Schlemm-Kanal (&dhnlich der Trabekulotomiesonde nach Harms)
sichtbar gemacht werden. Entlang dieses Drahtes wurden dlinne Streifen des Trabekelma-
schenwerks abprépariert. Daneben wurde humanes Trabekelmaschenwerk aus Skleralrin-
gen prapariert. Diese wurden halbiert und das Trabekelmaschenwerk durch das Einlegen
eines Fuhrungsdrahtes in den Schlemm-Kanal markiert. Im humanen Auge besteht eine en-
ge morphologische Verbindung zwischen Ziliarmuskel und Trabekelmaschenwerk, so dass
eine Trennung der beiden Gewebe voneinander notwendig ist, was durch diese spezielle
Praparationstechnik ermdglicht wurde.

2.2 Messung der Kontraktilitat

Wahrend die kontraktilen Eigenschaften von isolierten Ziliarmuskelstreifen verschiedener
Spezies bereits friih beschrieben wurden [139, 140], konnte eine Kontraktion des bovinen
Trabekelmaschenwerks erstmals 1991 in der Arbeitsgruppe von Professor Wiederholt in Ber-
lin gemessen werden [78], der damit die Grundsteine fir die Erforschung der Kontraktilitat
des Trabekelmaschenwerks als Regulator des 10D legte. Seitdem wurden die kontraktilen
Eigenschaften des Trabekelmaschenwerks umfassend untersucht und die Wirkung zahlrei-
cher Kontraktions-auslésender und Kontraktions-inhibierender Substanzen am Trabekelma-
schenwerk getestet [80-82, 86-89, 138, 141-147]. Die Messung der Kontraktilitat erfolgte mit
Hilfe eines Kraft-Ldngenmessers, der die isometrische Kontraktion von isolierten Gewebe-
streifen aufzeichnete. Das Messprinzip bestand darin, dass die isolierten Trabekelmaschen-
werk-Streifen in einer Perfusionskammer mit der Versuchslésung inkubiert wurden und
gleichzeitig an den Kraft-Ldngenmesser angeschlossen waren (siehe Abbildung 6). Eine
Kontraktion resultierte in der Rotation einer Spule, die an einen kleinen Hebel angeschlossen
wurde. Die aufgetretene Rotation wurde durch eine Photodiode registriert und in eine Span-
nung umgerechnet, die der Kraft entgegenwirkte. Die Spannung, die fir diese Gegenreaktion
aufgewendet werden musste, wurde auf Mikronewton (uN) kalibriert. Mit dieser Methode
gelang es, Kréfte in einem Messbereich von 0,5 - 2000 uN zu erfassen. Die Kraft der prapa-
rierten Trabekelmaschenwerk-Streifen mit einer Lange von 2 - 4 mm und einer Dicke von 0,5
mm lag im Durchschnitt zwischen 50 - 500 uN. Die zu untersuchenden Substanzen wurden
mit der Versuchslésung appliziert und somit der Effekt auf die Kontraktilitat direkt gemessen
(siehe Kapitel 3.1 bis 3.5).
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau des Kraft-Ldngen-Messers. Auslenkung des mit der
Spule verbundenen Hebels durch eine Kontraktion des Gewebes fiihrt zum Lichteinfall an
der Photodiode. Uber einen Regelkreis wird der Hebel in seine Ausgangsposition zuriickge-
stellt, so dass die Ldnge des Gewebestreifens konstant gehalten und eine isometrische Kon-
traktion gemessen wird. Die daflir bendtigte Spannung wird aufgezeichnet und graphisch
dargestellt (modifiziert aus [138]).

Trotz standardisierter Préparation der Augen lieBen sich Unterschiede in der Dicke, Lange
und Qualitat der Gewebestreifen nicht vermeiden. Um die Messergebnisse miteinander ver-
gleichen zu kdénnen, wurde die jeweils gemessene Kontraktionskraft ins Verhaltnis zur maxi-
mal erreichbaren Kontraktion, ausgelést durch 10 M Carbachol, gesetzt. Die Carbachol-
induzierte Kontraktion wurde zu Beginn jedes Versuches vor Applikation der zu untersu-
chenden Substanzen registriert (siehe Abbildung 7).

Mittels dieser Untersuchungen wurde die Endothelinwirkung auf das Trabekelmaschenwerk,
die daran beteiligten Rezeptoren und die Antagonisierung der Endothelineffekte untersucht.
Kontraktionsmessungen wurden ausschlieBlich an isoliertem, bovinem Trabekelmaschen-
werk durchgefuhrt. Da vergleichbare, direkte Messungen an humanem Trabekelmaschen-
werk bisher nicht mdéglich sind, ist das bovine Modell zur Untersuchung der Kontraktilitat des
Trabekelmaschenwerks seit vielen Jahren gut etabliert und akzeptiert [89, 141]. Mit protein-
biochemischen Methoden konnten alle wesentlichen Elemente eines kontraktilen Apparates
in Zellkulturen sowohl vom bovinen als auch vom humanen Trabekelmaschenwerk nachge-
wiesen werden [87, 145, 146]. Auch die intrazellularen Kalziumsignale nach Applikation von
Kontraktions-induzierenden Substanzen deuten auf gleiche intrazellulare Signalwege in bo-
vinem und humanem Trabekelmaschenwerk hin [86, 148]. Neben diesen Ubereinstimmun-
gen zwischen bovinem und humanem Gewebe gibt es weitere Hinweise fur die Kontraktilitat
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von humanem Trabekelmaschenwerk. So konnte gezeigt werden, dass kultivierte humane
Trabekelmaschenwerkzellen auf die Applikation von Endothelin-1 mit einer Oberflachenver-
kleinerung reagieren, die die Autoren auf eine Kontraktion des Zytoskeletts zuriickfihren [79,
85]. Ferner konnten in Kollagengelen mit eingebetteten, humanen Trabekelmaschenwerkzel-
len Gelkontraktionen ausgelést werden, die in zellfreien Kollagengelen nicht nachweisbar
waren und die durch Hemmung von Kontraktions-induzierenden Signalmolekilen inhibiert
werden konnten [149].
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Abbildung 7: Zeitlicher Ablauf einer Kontraktionsmessung, gezeigt anhand einer Originalre-
gistrierung. Die Kontraktion der zu testenden Substanz x wurde ins Verhéltnis zur Maximal-
kontraktion von Carbachol gesetzt.

2.3 Zellkulturtechniken

Mit der Entwicklung von Zellkulturtechniken wurden viele Gewebe fir in vitro Untersuchun-
gen zuganglich. An kultivierten Zellen wurden umfangreiche molekularbiologische und elek-
trophysiologische Untersuchungen sowie fluorimetrische Messungen des intrazellularen Kal-
ziums durchgefiihrt. Diese Untersuchungen dienten zum Nachweis der Ubertragbarkeit der
an bovinem Gewebe erhobenen Daten auf humanes Gewebe. Da der direkte Vergleich der
am bovinen Trabekelmaschenwerk erhobenen Kontraktionsdaten mit humanem Gewebe
nicht méglich ist, wurden die an bovinen und humanen Zellkulturen erhobenen Befunde mit-
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einander verglichen und zeigten groBe Ubereinstimmungen, so dass eine Ubertragbarkeit
der bovinen Kontraktionsdaten auf humanes Gewebe als zulassig erscheint.

Die Anzucht der bovinen Trabekelmaschenwerkzellen gelang aus den fiir die Kontraktions-
versuche bendtigten Augen. Die enukleierten, humanen Augen waren Uberwiegend solche,
die von einem malignen Aderhautmelanom befallen waren und wegen der TumorgréBe
und/oder Tumorlokalisation (Optikusnahe oder Optikusinfiltration) nicht strahlentherapeutisch
behandelt werden konnten. Es wurden nur Augen fir die Kultivierung herangezogen, bei
denen weder ein Tumoreinbruch in die vorderen Augenabschnitte noch eine Tumoraussaat
in den Glaskérperraum oder die Vorderkammer vorlag. Dadurch wurde verhindert, dass
durch Tumorzellen verandertes Trabekelmaschenwerk oder maligne Zellen selbst in Kultur
gelangten. Daneben wurde humanes Trabekelmaschenwerk aus Skleralringen kultiviert.

Die durch die Praparation erhaltenen Gewebestreifen wurden in Petrischalen unter einem
Deckglaschen in einem Gasgemisch von 95 % Luft und 5 % Kohlendioxid bei 37°C mit ei-
nem speziellen Kulturmedium inkubiert, das f6tales Kélberserum zur Proliferationsstimulation
und Antibiotika zur Verhinderung von bakteriellen Infektionen enthielt.

Die Zellkulturexperimente wurden nicht an Primarkulturen, sondern an passagierten Zellen
der 3. bis 5. Passage durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen nach Erreichen der Konfluenz
mit der Trypsin/EGTA Methode passagiert. Zellen héherer Passagen wurden nicht benutzt,
da eine Veranderung der Zellen nach der sechsten Passage nicht mehr auszuschlieBen war.
Die Charakterisierung der ersten, nach dieser Methode erhaltenen, humanen Priméarkulturen
erfolgte durch Untersuchungen im Anatomischen Institut Il der Universitat Erlangen von Frau
Prof. Elke Litjen-Drecoll. Hierbei wurde eine Screeing auf glattmuskelzell-spezifische Ober-
flachenmarker sowie den Faktor VIII durchgefuhrt. Die Primarkulturen wurden so auf Tra-
bekelmaschenwerkzellen tberprdft.

2.4 Elektrophysiologische Untersuchungen

Die Patch-Clamp-Technik ermdglicht die Untersuchung von lonenstrébmen an biologischen
Membranen. Sie wurde in den siebziger Jahren von Neher und Sakmann entwickelt, die
erstmalig Einzelkanalmessungen von nikotinischen Acetylcholinrezeptoren an Muskelzell-
membranen aufzeichneten [150] und flr ihre Forschung zur Funktion einzelner lonenkanale
1991 den Nobelpreis fur Medizin erhielten. In den darauffolgenden Jahren konnte die Metho-
de entscheidend weiterentwickelt und verbessert werden [150, 151], so dass sie heute fir
Ableitungen an allen Zelltypen eingesetzt wird und zu den am meisten angewandten elektro-
physiologischen Untersuchungsmethoden gehort.

Bei der Patch-Clamp-Technik wird eine Glaspipette mit einem Spitzendurchmesser von etwa
1 um mit einer Elektrolytldsung geflllt und vorsichtig auf die Oberflache einer Zelle aufge-
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setzt. Die Elektrolytldsung in der Pipette ist Uber eine Elektrode mit einem extrem empfindli-
chen Verstérker verbunden, der kleinste lonenstréme in der Membran misst. Durch leichten
Unterdruck in der Glaspiptte wird eine extrem hochohmige Verbindung zwischen Glaswand
und Zellmembran hergestellt, der ,Gigaohmseal“. In dieser ,cell-attached" Konfiguration kén-
nen die lonenkandle unter der Pipettendffnung gemessen werden (siehe Abbildung 8). Wenn
man den Unterdruck verstarkt oder einen kurzen Spannungspuls anlegt, wird die Zellmem-
bran durchbrochen und die Pipette bildet mit der ganzen Zelle eine Einheit (,whole-cell" Kon-
figuration). Durch ruckartige Bewegung in der ,cell-attached" Konfiguration kann das Mem-
branstick von der Zellmembran abreiBen und an der Pipette zurlickbleiben (,excised-patch”
Konfiguration) und die lonenkanéle dieses Membranabschnitts kdnnen isoliert analysiert
werden. Bei dieser Konfiguration unterscheidet man die ,inside-out” und die ,outside-out"-
Konfiguration, bei der die urspringliche Membraninnenseite bzw. MembranauBenseite der
Badlésung zugewandt ist.

Abbildung 8: Varianten der Patch-Clamp-Technik (a) ,cell-attached™Konfiguration, (b)
~whole-cell-Konfiguration, (c) ,inside-out™~Konfiguration, (d) ,outside-out™Konfiguration (aus
[152]).

Bei der ,whole-cell"-Konfiguration ist das Zellinnere nach einer kurzen Aquilibrierungszeit mit
der Pipettenlésung gefillt, so dass intrazellulare Substanzen, die fir die Funktion vieler Ka-
nale notwendig sind, wie ATP oder Enzymsysteme, nach kurzer Zeit ausgewaschen werden.
Das fuhrt zum sog. ,run-down* der Stréme, d.h. die gemessenen Stréme werden unabhangig
von der Aktivierung der lonenkanale mit fortschreitender Dauer des Experiments immer ge-
ringer. Um Ganzzellableitungen derartiger Kanédle zu ermdglichen, wurde der ,perforated-
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patch® entwickelt, bei dem der Membranfleck unter der Pipetten6ffnung durch einen Poren-
bildner permeabilisiert wird. Dadurch wird eine elektrisch leitende Verbindung zwischen Pi-
pettenldsung und Zellinnerem hergestellt, die der bei der ,whole-cell"-Konfiguration &hnlich
ist. Ein haufig genutzter Porenbildner ist das bakterielle Antibiotikum Nystatin, das in der
Membran Poren fir einwertige Kationen und in geringem MaBe auch fir Chloridionen bildet.
Auf diese Weise gleichen sich lediglich die intrazellularen Konzentrationen von Natrium, Ka-
lium und Chlorid einige Zeit nach der Porenbildung denen der Pipettenlésung an, ohne dass
andere Komponenten des intrazellularen Milieus verandert werden.

Alle Patch-Clamp-Untersuchungen wurden in der ,perforated-patch® Konfiguration an Zellkul-
turen durchgefihrt. An kultivierten bovinen und humanen Zellen wurden die lonenkanéle
untersucht, die fiir glattmuskuldre Funktionen von Bedeutung sind. Dazu gehért der Ca*'-
aktivierte K*-Kanal mit hoher Leitfahigkeit (Maxi-K*-Kanal), der in hoher Dichte in Zellmemb-
ranen des Trabekelmaschenwerks vorliegt und an der Regulation des Membranpotentials
mafgeblich beteiligt ist [153-155]. Seine Aktivierung erfolgt durch eine Erhéhung der zytoso-
lischen Ca®*-Konzentration und durch Depolarisation der Zelle.

Eine Bedeutung fir den Kalziumeinstrom in die Zelle und damit auch fir die Kontraktion hat
der spannungsabhangige L-Typ Ca®*-Kanal, der im bovinen und humanen Trabekelma-
schenwerk elektrophysiologisch nachgewiesen wurde [156]. Die Aktivitat dieser Kanale wird
durch muskarinerge Agonisten wie Carbachol und Acetylcholin gesteigert. Eine Aktivierung
von Endothelin-Rezeptoren bewirkt ebenfalls einen Einstrom von Kalzium in Trabekelma-
schenwerkzellen, jedoch ohne Beteiligung von L-Typ Ca®**-Kandlen [157] (siehe Kapitel 3.6).

2.5 Messung des intrazellularen Kalziums

Glattmuskuléare Kontraktionen kénnen Uber verschiedene intrazellulare Signalwege vermittelt
werden, die sowohl abhéngig als auch unabhéngig von Anderungen der intrazellularen Kal-
ziumkonzentration erfolgen. Fur das Trabekelmaschenwerk wurde sowohl eine Kalzium-
unabhéngige als auch eine durch Anstieg des intrazellularen Kalziums ausgeléste Kontrakti-
on nachgewiesen. Daher wurde zur Ergédnzung der Kontraktionsdaten die Wirkung von Sub-
stanzen auf die intrazelluldre Kalziumkonzentration untersucht. Diese Untersuchungen wur-
den an kultivierten Zellen durchgefihrt.

Die Messung des freien zytosolischen Kalziums erfolgt mithilfe des Kalzium-sensitiven, fluo-
reszierenden Farbstoffs FURA-2 nach der von Grynkiewicz beschriebenen, ratiometrischen
Methode [158]. FURA-2 wird als lipophiler Azetoxymethylester (Fura-2-AM) appliziert, der
durch Diffusion in die Zelle eintritt. Nach Abspaltung der Estergruppe im Zytosol durch zellei-
gene Esterasen kann der Farbstoff Fura-2, fir den die Membran impermeabel ist, die Zelle
nicht mehr verlassen und wird dort angereichert.
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Das Prinzip der ratiometrischen Kalziummessungen beruht darauf, dass der Farbstoff Fura-2
unterschiedliche Anregungsmaxima fir die Kalzium-gebundene (340 nm) und die Kalzium-
freie Form (380 nm) besitzt und nach Anregung Licht emittiert (siehe Abbildung 9). Die ,ratio”
des bei den jeweiligen Anregungswellenldngen emittierten Lichtes spiegelt die Anderungen
der freien zytosolischen Kalziumkonzentration wider. Nach entsprechender Eichung kénnen
unter Einbezug der Dissoziationskonstanten die absoluten Anderungen der Kalziumkonzen-
tration berechnet werden [158].

Die so gemessene Kalziumkonzentration unter Ruhebedingungen betrug in humanen Trab-
ekelmaschenwerkzellen etwa 130 nM [82], in bovinen Trabekelmaschenwerkzellen etwa 85
nM [83, 86] und liegt damit in dem Bereich, der von anderen Arbeitsgruppen beschrieben
wurde [156, 159]. Mit dieser Methode wurde die Wirkung von Endothelin auf die intrazellulare
Kalziumkonzentration untersucht [83, 86], die am Endothelin-Effekt beteiligten Rezeptoren
ermittelt [83] und der Einfluss von Endothelin-Antagonisten analysiert [86, 148] (siehe Kapitel
3.2, 3.3 und 3.4).
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Abbildung 9: Anregungsspektrum von Fura-2. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitét in
Abhéngigkeit von der freien Ca®*-Konzentrationen, gemessen bei 510 nm fiir Anregungswel-
lenldngen im Bereich zwischen 250 nm und 450 nm.
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2.6 Molekularbiologische Untersuchungen

Die physiologischen Untersuchungen wie Kontraktionsmessungen, Messungen der intrazel-
lularen Kalziumkonzentration und lonenstrommessungen wurden durch molekularbiologische
Untersuchungen erganzt. Dabei wurde die Genexpression in der Zelle auf mRNA-Ebene mit
Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) untersucht, die Western-Blot Analyse diente zum
Nachweis der Proteinexpression. Mit diesen Methoden wurde die Expression der Proteine in
frisch isoliertem, bovinen Gewebe und in bovinen Zellkulturen verglichen, um auszuschlie-
Ben, dass unter Kulturbedingungen eine veranderte Expression der untersuchten Proteine
auftritt. Nur bei unveranderter Expression konnten die beschriebenen Messungen der intra-
zellularen Kalziumkonzentration mit den Kontraktionsdaten verglichen werden.

Ferner wurde mit diesen Methoden die Proteinexpression in bovinen und humanen Zellkultu-
ren verglichen. Da die Kontraktionsmessungen nicht an humanem Gewebe durchgefihrt
werden konnten, ist eine vergleichbare Proteinexpression in humanem und bovinem Gewebe
ein Hinweis auf die Ubertragbarkeit der bovinen Daten auf das humane Gewebe.

2.6.1 Polymerasekettenreaktion

Ausgangsmaterial fir die Untersuchung der Genexpression auf mRNA-Ebene waren Zellkul-
turen von humanem Trabekelmaschenwerk, aus denen zunachst die RNA isoliert wurde. Aus
dieser wurde in einem zweiten Schritt mit Hilfe einer reversen Transkriptase die komplemen-
tare DNA (cDNA) synthetisiert. Bei der PCR werden dann selektiv bestimmte Abschnitte der
cDNA amplifiziert. Mit dieser Methode kdnnen geringe DNA-Mengen um das millionenfache
vervielfaltigt und auf diese Weise detektiert werden. Die Neusynthese von DNA-Sequenzen
bendtigt zwei synthetische Oligonukleotide (sog. Primer, Sense und Antisense), die komple-
mentér zu den Enden einer bekannten Sequenz der DNA-Matrize sind. Die Amplifizierung
der durch die Primer begrenzten DNA-Sequenz erfolgt mittels einer hitzestabilen DNA-
Polymerase.

Die PCR-Reaktion besteht aus vier Schritten. Zuerst werden die DNA-Strange durch Erhit-
zen vollstédndig voneinander getrennt. Die Einzelstrange bilden Matrizen flr die Primer und
die DNA-Polymerase. Nach Temperatursenkung kénnen sich die Primer an die komplemen-
taren Sequenzen der DNA-Molekile anlagern. Diese annealing-Temperaturen sind Primer-
abhéangig und kdénnen berechnet werden. AnschlieBend wird die optimale Temperatur fur die
Aktivitat der DNA-Polymerase eingestellt und neue DNA synthetisiert. Am Ende dieser Pha-
se werden die kurzen Stlicke doppelstrangiger DNA (der urspriingliche und der neu syntheti-
sierte komplementare Strang) durch Erhitzen voneinander getrennt. Dieser Zyklus — Erhit-
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zung zur Trennung der Strange, Bindung der Primer und DNA-Synthese — wiederholt sich,
bis ein Optimum der DNA-Synthese erreicht ist.

Nach der PCR-Reaktion wurden die amplifizierten DNA-Fragmente in einem Agarosegel
aufgetrennt. Nach Markierung durch Ethidiumbromid kénnen die DNA-Banden durch UV-
Licht visualisiert werden. Anhand eines mitlaufenden DNA-GréBenmarkers kann die GrdBe
bzw. Anzahl der Basenpaare der amplifizierten DNA-Fragmente bestimmt werden und mit
der bedingt durch die eingesetzten Primer erwarteten GroBe verglichen werden.

Zur Uberpriifung der Nukleotidsequenz des amplifizierten DNA-Fragments wird dieses se-
quenziert. Zuvor ist die unbegrenzte autonome Replikation des Fragments nétig, um eine
ausreichende Menge des PCR-Amplifikats fur die Sequenzierungsreaktion zu erhalten. Dies
geschieht nach Isolierung der DNA aus dem Gel, anschlieBender Ligation in ein Plasmid und
Transformation in einen E.coli-Stamm. Nach lIsolation und Aufreinigung der Plasmid-DNA
aus den Bakterien erfolgte die Sequenzierung der subklonierten DNA-Fragmente nach dem
Kettenabbruchverfahren [160]. Die Nukleotidsequenz der PCR-Produkte wurde mit den Se-
quenzen aus GeneBank-Datenbanken verglichen (http://www.ncbi.nlm.nih/BLAST).

Diese Methode diente zur Amplifizierung und zum Nachweis einzelner Komponenten des
Endothelinsystems im humanen Trabekelmaschenwerk (siehe Kapitel 3.4).

2.6.2 Western Blot Analyse

Mittels Western Blot Analyse kdnnen Proteine in einem zellularen Lysat immunologisch
nachgewiesen werden. Das Lysat wird je nach gesuchtem Protein speziell vorbereitet. Durch
hohe Zentrifugationskrafte kann die Membranfraktion eines Zelllysates vom Zytoplasma ge-
trennt werden, so dass zytosolische Proteine und Membranproteine isoliert werden kénnen.
Durch die Sodium Dodecyl Sulfate Gelelektrophorese (SDS-PAGE) werden die Proteine
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Im nachsten Schritt wurden die aufgetrennten
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen (Western-Blotting), wo sie der immuno-
logischen Detektion zugénglich sind.

Die auf der Nitrozellulosemembran befindlichen Proteinbanden lassen sich mit spezifischen
Antikdrpern gegen das gesuchte Protein markieren. An den Fc-Teil dieses spezifischen Anti-
kérpers bindet ein zweiter Antikérper, der mit Enzymen (meist Meerrettich-Peroxidase) ge-
koppelt ist. Diese Enzyme katalysieren mit entsprechenden Substraten eine Farb- oder
Chemilumineszenzreaktion, durch die die markierten Proteinbanden sichtbar gemacht wer-
den kénnen. Anhand mitgefuhrter GroBenmarker werden die markierten Proteine anhand
ihres Molekulargewichtes identifiziert. Die Spezifitdt der markierten Banden kann zusatzlich
durch den Einsatz von Blockpeptiden, die die Antigenbindungsstellen der spezifischen Anti-
kdrper besetzen, verifiziert werden. Mittels Western Blot Analyse wurden die Signalmolekule
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der Kontraktion sowie die Endothelin- und Prostaglandin F-Rezeptoren (FP-Rezeptor) im

Trabekelmaschenwerk nachgewiesen (siehe Kapitel 3.1 bis 3.5).

Gelelektrophorese

kDa - aufgetrennte
Marker Proteine
Zelllysat Acrylamidgel

Western Blotting

Protein-
nachweis
mittels AK

Nitrozellulose-
membran

Abbildung 10: Auftrennung der einzelnen Proteine eines Zelllysats mittels Gelelektrophore-

se, Ubertragen der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran mittels Western

Blotting, immunologischer Proteinnachweis durch Antikérperbindung.
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4 Diskussion

Ursache flir den gréBten Teil der Glaukomerkrankungen ist eine Abflussbehinderung des
Kammerwassers, die zu einem erhéhten IOD fihrt.

Die Senkung des IOD ist deshalb der erste und wichtigste Ansatz bei der Therapie des
Glaukoms. Da durch das Trabekelmaschenwerk 80 - 90 % des Kammerwassers in den
Schlemm-Kanal abflieBt und hier der Hauptabflusswiderstand liegt, ist dieses Gewebe ein
idealer pharmakologischer Angriffspunkt zur Augeninnendrucksenkung.

Der Vasokonstrikor Endothelin, der im Kammerwasser von Glaukompatienten in erhéhter
Konzentration vorliegt, scheint eine bedeutende Rolle bei der Pathogenese des Glaukoms zu
haben. Aus diesem Grunde sind die Endothelin-induzierten Signalwege von groBem Interes-
se fur die Glaukomforschung. Neben zahlreichen okularen Effekten bewirkt Endothelin eine
Kontraktion des Trabekelmaschenwerks, die zur Erhéhung des Abflusswiderstandes und
dadurch zum Anstieg des IOD fuhrt. Die vorliegende Arbeit beschreibt eine Antagonisierung
der Endothelin-Effekte am Trabekelmaschenwerk, die einen positiven Effekt auf den 10D hat
und damit eine neue Méglichkeit der Glaukomtherapie darstellen kénnte.

4.1 Regulation des intraokularen Drucks durch die Kon-
traktilitat des Trabekelmaschenwerks

Der groBte Teil des Kammerwassers flieBt durch das Trabekelmaschenwerk aus dem Auge
ab. Entscheidend fur den Abflusswiderstand ist dabei die Weite der intertrabekuldren Ma-
schen, die durch verschiedene Parameter (siehe Kapitel 1.3.1) reguliert wird. Eine groBe
Bedeutung fur die Regulation der Maschenweite hat die Kontraktilitdt des Gewebes. Bereits
1962 wurde bei Untersuchungen zur Wirkung von Pilocarpin auf den Abflusswiderstand pos-
tuliert, dass das Trabekelmaschenwerk Uber &hnliche Eigenschaften wie glatte Muskulatur
verfugt [77].

Zahlreiche Untersuchungen mit Substanzen, die in glatter Muskulatur eine Kontraktion be-
wirken, haben im Tiermodell zur Verringerung des Kammerwasserabflusses Uber den
Schlemm-Kanal und damit zur Erhéhung des 10D gefiihrt. Dagegen induzierten Substanzen,
die zur Relaxation glatter Muskulatur fihren, eine Uber den trabekuldren Abflussweg vermit-
telte Drucksenkung [74, 75, 161]. Diese Befunde unterstitzen die Vermutung, dass das TM
Uber einen Glattmuskel-ahnlichen Kontraktionsapparat den Abflusswiderstand reguliert. Dem
steht die Annahme gegeniber, dass die Abflussregulation durch das Trabekelmaschenwerk
allein durch Veranderungen des Zytoskletts erfolgt [62, 63, 65, 66]. Unsere Arbeiten konnten
jedoch zeigen, dass im Trabekelmaschenwerk alle wesentlichen Elemente fir eine glattmus-
kelartige Kontraktion vorhanden und funktionell aktiv sind [87, 147]. Darlber hinaus konnten
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wir in direkten Kontraktionsmessungen die pharmakologische Regulierbarkeit dieser Elemen-
te nachweisen [81-83, 86, 87, 145-148] (siehe Kapitel 3.1 bis 3.5). Ein weiteres wichtiges
Indiz fUr die glattmuskularen Eigenschaften des Trabekelmaschenwerks sind die die intrazel-
lularen Kalziumsignale nach Applikation von Kontraktions-induzierenden Substanzen [82, 83,
86, 148] (siehe Kapitel 3.2, 3.3 und 3.4). Heute muss davon ausgegangen werden, dass
analog zu glatter Muskulatur [162] die in Abbildung 11 dargestellten Signalwege an der Re-
gulation trabekularer Kontraktilitat beteiligt sind.

|:| Rezeptor |:| Rezeptor
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Abbildung 11: Regulationsmechanismen des Trabekelmaschenwerks (modifiziert nach

[162]. Kalzium-abhédngige Kontraktion unter Beteiligung der Phospholipase C (PLC), die
Phosphatidylinositol 4,5-disphosphat (PIP,) spaltet zu Inositoltriphoshat (IP3;) und Diacylgly-
cerin (DAG). IPsinduziert die Freisetzung von Kalzium aus dem Sarkoplasmatischen Retiku-
lum (SR), das an Calmodulin (Cam) bindet und die Myosin Light Chain Kinase (MLCK) akti-
viert — Phosphorylierung der leichten Kette des Myosins (regulatory light chain, RLC).
Kalzium-unabhédngige Kontraktion unter Beteiligung von Proteinkinase C (PKC), RhoKinase
(ROCK) und Myosin Light Chain Phosphatase (MLCP) — Hemmmung der Dephosphorylie-
rung der Myosin-RLC-P.
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Im Trabekelmaschenwerk existiert ein Kalzium-abhangiger Kontraktionsmechanismus, bei
dem unter Beteiligung von Phospholipase C (PLC) und Inositoltriphosphat (IP;) eine Kalzi-
umfreisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Retikulum hervorgerufen wird, und ein Kontrak-
tionsmechanismus, der unabhangig vom Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration ist
(Kalzium-unabhangige Kontraktion). Dabei fihren zwei unterschiedliche Signalwege, unter
Beteiligung der Proteinkinase C-e (PKC-¢) oder der GTPase Rho-A und der von RhoA akti-
vierten Kinase ROCK, zu einer Inhibition der Myosin Light Chain Phosphatase (MLCP) [87,
146, 147]. Dadurch wird bei gleichbleibender Kalziumkonzentration die Kontraktionskraft
gesteigert (Ca®*-Sensitivierung).

In zahlreichen Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen wurde gezeigt, dass eine
Inhibition der Signalmolekile, die im Trabekelmaschenwerk an der Kontraktion beteiligt sind,
wie die PKC [75, 163], ROCK [66, 164, 165] oder MLCK [166, 167], den Abfluss des Kam-
merwassers verbessert.

4.2 Rolle des Endothelin-1 in der Pathologie des intrao-
kularen Drucks

Die Beteiligung von Endothelin-1 an der Pathogenese des Glaukoms wird durch zahlreiche
Untersuchungen gestitzt (siehe Kapitel 1.4.3). So wurden erhdéhte Endothelin-1-
Konzentrationen im Kammerwasser von Glaukompatienten und Tiermodellen zum Glaukom
nachgewiesen [122-125] und ein Einfluss des Vasokonstriktors auf die okulare Durchblutung
[117, 118], den Sehnervenkopf [133] und den IOD [128-131] gezeigt. Die Bedeutung des
Vasokonstriktors flir den Augeninnendruck ist jedoch bisher nicht eindeutig geklart. In Unter-
suchungen an isolierten, bovinen Augenvorderkammern wurde ein erhdhter Abflusswider-
stand und ein reduzierter Kammerwasserabfluss unter Perfusion mit Endothelin-1 nachge-
wiesen [74]. Im Kaninchenmodell wurde gezeigt, dass eine intrakamerale Injektion von allen
drei Endothelin-Isoformen zu einer dosisabhangigen Erhdhung des 10D fihrt [128]. Ferner
wurde am Kaninchenmodell nach einer Argonlaser-Trabekuloplastik sowohl eine erhdhte
Endothelin-1-Konzentration im Kammerwasser als auch ein erhéhter 10D nachgewiesen
[131]. Untersuchungen zur Wirkung des Vasokonstriktors auf die am Kammerwasserabfluss
beteiligten Gewebe zeigten, dass Endothelin-1 eine Kontraktion des Trabekelmaschenwerks
und des Ziliarmuskels auslést, wobei der Effekt auf das Trabekelmaschenwerk starker aus-
gepragt ist als auf den Ziliarmuskel [78, 83] (siehe Kapitel 3.2). Nach dem beschriebenen
Modell des funktionellen Antagonismus zwischen beiden Geweben wirde die vergleichswei-
se starkere Kontraktion des Trabekelmaschenwerks zu einer Erhéhung des Abflusswider-
standes und des |0OD fuhren (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Funktioneller Antagonismus zwischen Trabekelmaschenwerk (TM) und Zili-
armuskel (ZM). Endothelin-induzierte Erhéhung des intraokularen Drucks (IOD) durch stérke-
re Kontraktion des Trabekelmaschenwerks (modifiziert nach [89]).

Andere Untersuchungen zeigten nach Injektion von Endothelin-1 in den Glaskérper von Ka-
ninchen zuerst einen ein- bis zweistlindigen Anstieg des IOD, gefolgt von einer langanhal-
tenden Drucksenkung [126, 129, 130, 168-170]. Die anféngliche, transiente Erhéhung des
Augeninnendrucks ist auf die Endothelin-induzierte Kontraktion des Trabekelmaschenwerks
zurtckzufuhren. Far die langanhaltende Drucksenkung ist méglicherweise ein indirekter En-
dothelineffekt verantwortlich. Nach intraokularer Injektion von Endothelin-1 wurde ein Anstieg
der Konzentration von Arachidonsduremetaboliten wie den Prostaglandinen PGE, und
PGF,, im Kammerwasser beobachtet [117, 128, 129]. Unsere Untersuchungen zeigten,
dass die Endothelin-1-induzierte Kontraktion des Trabekelmaschenwerks durch Prostaglan-
din-Analoga inhibiert werden kann [86] (siehe Kapitel 3.3). Somit kdnnte der verzdgerte,
drucksenkende Effekt von Endothelin-1 zumindest partiell auf eine Inhibition der von Endo-
thelin-1 selbst induzierten Kontraktion durch die im Kammerwasser vermehrt vorliegenden
Prostaglandine zuriickzufihren sein. Flr eine Beteiligung der Prostaglandine spricht auch
die Beobachtung, dass sich einige der okularen Effekte von Endothelin durch Blockierung
der Cyclooxygenase, einem wesentlichen Enzym der Prostaglandinsynthese, inhibieren las-
sen [117, 128, 130].
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4.2.1 Endothelin und Kontraktilitdt des Trabekelmaschenwerks

Die ersten Untersuchungen zur Endothelin-induzierten Kontraktilitdt des Trabekelmaschen-
werks wurden 1991 vorgenommen [78, 138]. Diese zeigten, dass die durch Endothelin-1
hervorgerufene maximale Kontraktion des Trabekelmaschenwerks etwa 73 % der maximalen
Carbacholkontraktion betragt und die Endothelin-Kontraktion nur zu etwa 77 % vom extrazel-
lularen Kalzium abhangig ist [78, 142]. Unsere weiterflhrenden Untersuchungen ergaben,
dass Endothelin-1 im Trabekelmaschenwerk einen Kontraktionsmechanismus induziert, der
sowohl vom extrazellularen als auch vom intrazelluldren Kalzium unabhéngig ist [145-147]
(siehe Kapitel 3.5). An dieser Kalzium-unabhangigen Kontraktion sind RhoA und ROCK be-
teiligt.

Unter physiologischen Bedingungen ist die Endothelin-induzierte Kontraktion im Trabekel-
maschenwerk stets mit einem transienten Anstieg der intrazelluldren Kalziumkonzentration
assoziiert. Diese Endothelin-1-induzierte Kalziumantwort verlauft in zwei Phasen, nach ei-
nem transienten Kalziumpeak, bedingt durch die Kalziumfreisetzung aus zytosolischen Kal-
ziumspeichern, folgt eine anhaltende Phase erhdhter Kalziumkonzentration, hervorgerufen
durch einen Einstrom von Kalzium aus dem Extrazellularraum [157]. Im Trabekelmaschen-
werk kann Kalzium aus dem Extrazellularraum durch spannungsabhéngige L-Type Kalzium-
kanale [156] und CRAC (Ca®* release-activated Ca®* channel) Kanale [171] in die Zelle ein-
treten. Verschiedene Untersuchungen haben ergeben, dass L-Type Kalziumkanale nicht
direkt durch Endothelin-1 beeinflusst werden [157, 172] (siehe Kapitel 3.6). Da die Maxi-K*-
Kanale durch Endothelin-1 transient gehemmt werden [84] und dadurch eine Depolarisation
der Zelle eintritt, kdnnte Endothelin-1 Uber diesen Mechanismus indirekt eine Aktivierung der
L-Typ Kanéle und einen Kalziumeinstrom auslésen oder weitere spannungsabhangige Kalzi-
umkanale aktivieren und dartber einen Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration be-
wirken.

4.2.2 Endothelin-Rezeptoren im Trabekelmaschenwerk

Beide Endothelin-Rezeptoren, der ET-AR und der ET-BR, wurden in verschiedenen Gewe-
ben des Auges nachgewiesen, wo sie unterschiedliche Effekte vermitteln [115]. Auf mRNA-,
Protein- und funktioneller Ebene konnte gezeigt werden, dass im Trabekelmaschenwerk bei-
de Rezeptoren exprimiert werden [79, 83, 148, 157, 159, 173] (siehe Kapitel 3.2 und 3.4).
Die Endothelin-Rezeptoren sind hier an verschiedene intrazellulare Signalwege gekoppelt,
unter Beteiligung von Kalzium, RhoA oder Stickstoffoxid. Die Expression beider Rezeptoren
im Trabekelmaschenwerk fihrt zu der Frage nach der Funktion der einzelnen Rezeptoren.

Unsere Untersuchungen mit spezifischen Antagonisten konnten zeigen, dass im Trabekel-
maschenwerk fir die Kontraktionsauslésung und ebenso fir die intrazelluldre Kalziummobili-
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sation der ET-AR die dominante Rolle spielt [83] (siehe Kapitel 3.2). Eine isolierte Aktivierung
des ET-BR mittels spezifischer, hochaffiner Agonisten resultiert ebenfalls in einer Kontraktion
und einem Anstieg des intrazellularen Kalziums, die unter physiologischen Bedingungen
jedoch keine Bedeutung zu haben scheint [148] (siehe Kapitel 3.4). Damit unterscheidet sich
das Trabekelmaschenwerk vom Ziliarmuskel, bei dem auch der ET-BR an der Kontraktions-
vermittlung beteiligt ist [83] (siehe Kapitel 3.2). Eine ET-BR vermittelte Relaxation, wie sie in
glatter GefaBmuskulatur beobachtet wurde [107, 174], konnte im Trabekelmaschenwerk
nicht nachgewiesen werden. Méglicherweise hat der Rezeptor hier eine regulatorische Funk-
tion. Daflr spricht, dass die Expression des ET-BR durch Glucocorticoide reguliert wird
[173]. Glucocorticoide sind mit der Pathogenese des POWG assoziiert, Patienten mit POWG
haben erhéhte Konzentrationen von Cortisol im Blut und Kammerwasser [175] und reagieren
haufiger (90 %) auf eine okulare Applikation von Glucocorticoiden mit einer Erhdhung des
IOD als Kontrollpersonen (35 %). Zahlreiche Effekte der Glucocorticoide auf das Trabekel-
maschenwerk, die zur Erhéhung des Abflusswiderstandes flihren, wurden beschrieben, wie
Veranderungen des Zytoskeletts [176], der EZM [177] und der MMP Aktivitat [178]. Zudem
bewirken sie im Trabekelmaschenwerk eine verstéarkte Expression von Myocilin [179] und
eine verringerte Expression des ET-BR [173]. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um
diese Zusammenhénge und die funktionelle Bedeutung des ET-BR im Trabekelmaschen-
werk zu Kklaren.

4.2.3 Endothelin-abhangige Regulationsunterschiede zwischen Trabekel-

maschenwerk und Ziliarmuskel

Aufgrund des funktionellen Antagonismus zwischen Trabekelmaschenwerk und Ziliarmuskel
kénnen Regulationsunterschiede zwischen beiden Geweben mdglicherweise relevant fir die
Entwicklung neuer drucksenkender Pharmaka sein. Als Beispiel fur einen Endothelin-
abhangigen Regulationsunterschied konnten wir die ET-BR-induzierte Kontraktion zeigen,
die unter physiologischen Bedingungen nur am Ziliarmuskel, nicht am Trabekelmaschenwerk
auftritt [83] (siehe Kapitel 3.2). Eine durch ET-BR-Aktivierung ausgeléste, isolierte Kontrakti-
on des Ziliarmuskels wirde Uber eine Aufdehnung der intertrabekuldaren Raume des Trab-
ekelmaschenwerks zum verbesserten Kammerwasserabfluss und damit zur Senkung des
IOD fuhren. Dies wurde bereits im Tiermodell gezeigt, im Kaninchenauge konnte durch intra-
vitreale Injektion des hochspezifischen ET-BR-Agonisten Safarotoxin S6c eine Drucksen-
kung erreicht werden [180].

Ein weiterer Unterschied zwischen beiden Geweben ist die Kalzium-unabhangige Kontrakti-
on, die nur im Trabekelmaschenwerk, nicht im Ziliarmuskel induziert werden kann [78]. Die
fehlende Aktivierung des Ca**-unabhéngigen Signalweges im Ziliarmuskel erklart méglicher-
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weise den geringeren Effekt von Endothelin auf dieses Gewebe. Somit existieren Unter-
schiede in den durch Endothelin ausgelésten Signalkaskaden, die méglicherweise therapeu-
tisch nutzbar sind. Der Vorteil einer solchen Therapie ware die geringe Beeinflussung des
Ziliarmuskels.

4.3 Antagonisierung der Endothelin-Effekte am Tra-
bekelmaschenwerk

Die Endothelin-induzierten Signalwege sind im Hinblick auf einen mdglichen pharmakologi-
schen Angriffspunkt flr die Therapie des Glaukoms von groBem Interesse, da Endothelin
zwei fur die Pathogenese des Glaukoms wesentliche Parameter im Auge beeinflusst, den
IOD und den okularen Blutfluss. Die Antagonisierung der Endothelinwirkung stellt hierbei
eine vielversprechende Mdglichkeit zur Behandlung des Glaukoms dar, einerseits durch eine
Augeninnendrucksenkung infolge Trabekelmaschenwerkrelaxation, andererseits durch die
Foérderung der Durchblutung infolge einer Vasodilatation retinaler und chorioidaler GeféaBe.
Der Endothelin-Effekt am Trabekelmaschenwerk kann durch Intervention in die Kontraktions-
induzierenden Signalwege antagonisiert werden. Dabei kann eine Intervention entweder auf
Ebene der Rezeptoren oder der sich anschlieBenden intrazelluldren Signalkaskaden erfol-
gen. Um Nebenwirkungen gering zu halten, sind dabei Signalwege von Vorteil, die aus-
schlieBlich im Trabekelmaschenwerk und nicht in anderen glatten Muskeln im Vorderab-
schnitt vorliegen und die spezifisch fir Endothelin sind und nicht durch weitere Signalmole-
klle aktiviert werden.

4.3.1 Inhibition der Endothelin-Rezeptoren

Unsere Untersuchungen zur Kontraktilitdt haben gezeigt, dass die Endothelin-induzierte Kon-
traktion im Trabekelmaschenwerk vorwiegend Uber den ET-AR vermittelt wird [83] (siehe
Kapitel 3.2). Da diese Kontraktion an der Erhéhung des IOD beim Glaukom mitzuwirken
scheint, wére eine Blockierung dieses Signalweges durch spezifische ET-AR-Antagonisten
als Glaukomtherapie denkbar. Untersuchungen mit ET-AR-Rezeptorblockern liegen bereits
am Tiermodell vor. Es konnte gezeigt werden, dass durch Blockierung des ET-AR sowohl
der durch Endothelininjektion hervorgerufene, kurzzeitige Anstieg des IOD als auch die an-
haltende Drucksenkung aufgehoben werden konnte [116, 169]. In diesem Zusammenhang
ist von Bedeutung, dass auch die durch Endothelin hervorgerufene Erhéhung der
Prostaglandine im Kammerwasser unterdriickt wurde und die Prostaglandinfreisetzung allein
durch Aktivierung des ET-AR induziert wird, der ET-BR ist daran nicht beteiligt.
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Weitere Hinweise auf eine Inhibition des ET-AR als mégliche Glaukomtherapie liefern Unter-
suchungen am Kaninchenmodell. Hier verursacht eine Argonlaser-Behandlung einen Anstieg
der Endothelin-1-Konzentration im Kammerwasser und eine Erhéhung des |IOD [131]. Durch
Vorbehandlung der Augen mit einem ET-AR-Antagonisten konnte der Druckanstieg, nicht
aber die Erhéhung der Endothelin-1-Konzentration verhindert werden [181].

Neben dem Effekt auf den IOD vermindert Endothelin-1 den retinalen und chorioidalen Blut-
fluss [136, 137, 182, 183]. Auch dieser Effekt kann durch einen Antagonisten des ET-AR
aufgehoben werden [182, 184].

Die Blockierung des ET-AR-vermittelten Signalweges wirde somit positive Auswirkungen
sowohl auf den 10D als auch auf den okuléren Blutfluss haben und damit zusatzlich zur
Drucksenkung eine neuroprotektive Wirkung entfalten.

4.3.2 Beeinflussung intrazellularer Signalwege

Neben einer direkten Blockade der Endothelin-Rezeptoren kénnen auch die sich anschlie-
Benden Signalwege gehemmt werden. So konnte die Endothelin-induzierte Kontraktion
durch Inhibition der MLCK und der ROCK abgeschwéacht werden. Beide Enzyme konnten wir
im bovinen und auch humanen Trabekelmaschenwerk sowohl auf Proteinebene als auch
funktionell nachweisen [87, 146, 147] (siehe Kapitel 3.1 und 3.5).

Bei Untersuchungen am Kaninchenmodell konnte durch Applikation des MLCK-Inhibitors
ML-9 der Kammerwasserabfluss gesteigert und der 10D reduziert werden. Dabei wurde kein
Einfluss auf den uveoskleralen Abfluss beobachtet. Als Ursache fir die Drucksenkung wur-
den Anderungen der Aktinfilamentstrukturen und Form der Trabekelmaschenwerkzellen an-
gefihrt [167]. Auch am Affenmodell wurde der Kammerwasserabfluss durch Inhibition der
MLCK erhéht [166]. Bei beiden Untersuchungen wurde allerdings ein Einfluss auf den Pupil-
lendurchmesser beobachtet, was bei einem Einsatz zu therapeutischen Zwecken eine uner-
winschte Nebenwirkung darstellt.

Der Einfluss von Inhibitoren der ROCK auf die Endothelin-induzierte Kontraktion bestatigt,
dass das vasoaktive Peptid einen Kalzium-unabhangigen Kontraktionsmechanismus im
Trabekelmaschenwerk aktiviert [87, 147] (siehe Kapitel 3.5). ROCK-Inhibitoren wurden be-
reits in verschiedenen Tiermodellen eingesetzt und konnten hier eine effektive Senkung des
IOD bewirken [66, 164, 165, 185, 186]. Die Behandlung humaner Trabekelmaschenwerkzel-
len mit dem ROCK-Inhibitor Y-27632 fihrte zur Abnahme der Phosphorylierung von Myosin-
Leichtketten [164]. Diese Ergebnisse unterstltzen die Annahme, dass der RhoA/ROCK Sig-
nalweg auch im humanen Auge von Bedeutung ist.

Die Hemmung der MLCK oder des RhoA/ROCK Signalweges beeinflusst nicht nur die Endo-
thelin-induzierte Kontraktion, sondern auch die durch muskarinerge Agonisten ausgeldsten
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Kontraktionen. Da muskarinerge Agonisten auf die parasympathisch innervierten Muskeln im
Vorderabschnitt gleichermaBen wirken, sind von einer Inhibition dieser Signalwege mehrere
Gewebe betroffen und physiologische Parameter wie Akkomodation und Pupillenweite be-
einflusst. Ein spezifischer Endothelin-Antagonismus am Trabekelmaschenwerk wurde als
Erstes von dem Docosanoid Unoprostone beschrieben.

4.3.3 Wirkungsmechanismus von Unoprostone

Isopropyl-Unoprostone (Rescula, Novartis Ophthalmics AG, Basel, Switzerland), meist kurz
als Unoprostone bezeichnet, gehért zu den Docosanoiden, Metaboliten der Docosahexaen-
saure. Die Applikation von Unoprostone bewirkt bei verschiedenen Tiermodellen und beim
Menschen eine Senkung des IOD [187-190]. Ferner wurden beim Kaninchen die durch La-
serbehandlung hervorgerufene Endothelinfreisetzung und die danach auftretenden Druck-
spitzen durch Vorinkubation mit Unoprostone gehemmt [191]. Untersuchungen zum Wirkme-
chanismus von Unoprostone auf das Trabekelmaschenwerk zeigten, dass das Docosanoid
eine deutliche Hemmung der Endothelin-1-induzierten Kontraktion hervorrief, wahrend die
Basisspannung und die Carbachol-induzierte Kontraktion unbeeinflusst blieben. Messungen
des zytosolischen Kalziums bestéatigten die Kontraktionsdaten, hier wurde kein Effekt auf die
Kalziumkonzentration unter Ruhebedingungen beobachtet, wahrend der Endothelin-
induzierte Anstieg des zytosolischen Kalziums durch Unoprostone inhibiert wurde [82].

In Patch-Clamp Experimenten konnten wir zeigen, dass Endothelin-1 eine transiente Reduk-
tion des Auswartsstromes durch den Maxi-K-Kanal bewirkt [84], was zur Depolarisation der
Zelle fuhrt. Dagegen bewirkt Unoprostone in Gegenwart von Endothelin-1 eine deutliche Zu-
nahme des Auswartsstromes [82]. Die Aktivierung von Maxi-K*-Kanalen fuhrt zur Hyperpola-
risation und damit zum SchlieBen von spannungsabhangigen Kalziumkanalen, wie den L-
Typ Kalziumkanélen [156], was eine verringerte intrazelluldre Kalziumkonzentration zur Fol-
ge hat und die Unoprostone-induzierte Reduktion der Kontraktion des Trabekelmaschen-
werks erklart. Neben diesem indirekten Effekt von Unoprostone auf den L-Typ Kalziumkanal
wurde auch eine direkte Hemmung dieser Kandle durch Unoprostone gezeigt [172] (siehe
Kapitel 3.6). Diese direkten und indirekten Effekte von Unoprostone auf das Trabekelma-
schenwerk sind vermutlich fir die Senkung des 10D mitverantwortlich.

Neben dieser drucksenkenden Wirkung von Unoprostone sind positive Effekte auf den okula-
ren Blutfluss und die Durchblutung des Sehnerven beim Affen und Menschen beschrieben
worden [137, 192-194]. Eine retinal-neuroprotektive Wirkung lieB sich bei Ratten nachweisen
[195]. Mdglicherweise sind diese Effekte ebenfalls auf einen Endothelin-Antagonismus an
retinalen und chorioidalen GefaBen zurlickzufihren.
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Bindungsstudien haben gezeigt, dass Unoprostone mit geringer Affinitat und Selektivitat an
den FP-Rezeptor bindet [196]. Untersuchungen an Knockout-Mausen, die keine FP-
Rezeptoren exprimieren, haben ergeben, dass die Wirkung von Unoprostone Uber diese
Rezeptoren vermittelt wird. An diesen Mausen konnte, im Gegensatz zu Wildtyp-Mausen,
durch Unoprostone keine Senkung des IOD erreicht werden [197].

Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass die FP-Rezeptoren am Trabekelmaschen-
werk beim Endothelin-Antagonismus durch Unoprostone eine entscheidende Rolle spielen.
Daraus ergab sich die Frage, ob spezifische FP-Rezeptor-Agonisten einen ahnlichen Effekt
auf die Kontraktilitdt des Trabekelmaschenwerks ausiiben wie Unoprostone.

4.3.4 Wirkmechanismen von Prostaglandin F-Rezeptor-Agonisten

Erste Untersuchungen zur Wirkung von Prostaglandinen am Auge zeigten, dass diese Sub-
stanzen im Tiermodell einen Anstieg des |IOD bewirken [198, 199]. Weitere detaillierte Unter-
suchungen ergaben, dass Prostaglandine in geringen Dosen eine effektive, langanhaltende
Drucksenkung hervorrufen, wahrend héhere Dosen einen initialen Druckanstieg induzieren,
dem eine langanhaltende Drucksenkung folgt [196]. Damit begann die Entwicklung der
Prostaglandine zu den heute in der Glaukomtherapie eingesetzten Pharmaka. In den letzen
Jahren wurden zur Glaukomtherapie vorwiegend Agonisten des FP-Rezeptors wie Lata-
noprost und Travoprost eingesetzt [200-203]. Die Wirkmechanismen dieser Substanzen auf
den Kammerwasserabfluss und damit auf den Augeninnendruck sind bis heute nicht eindeu-
tig geklart.

Die von uns durchgefihrten Kontraktionsmessungen am Trabekelmaschenwerk haben ge-
zeigt, dass Prostaglandin F», (PGF2,) und Fluprostenol (Fluprostenol-lsopropylester = Tra-
voprost) spezifisch die Endothelin-1-induzierte Kontraktion des Gewebes inhibieren ohne
Einfluss auf die Basisspannung oder die Carbachol-induzierte Kontraktion zu nehmen. Mit
spezifischen FP-Rezeptor-Antagonisten konnten wir bestatigen, dass diese Wirkung Uber
den FP-Rezeptor vermittelt wird [86] (siehe Kapitel 3.3). Auch die drucksenkenden Effekte
der FP-Rezeptor-Agonisten Latanoprost, Travoprost, Bimatoprost und Unoprostone werden
Uber diesen Rezeptor vermittelt, wie Untersuchungen an FP-Rezeptor Knockout-Mausen
zeigten [197]. Eine neue Studie an Patienten mit POWG oder okulérer Hypertension hat er-
geben, dass Travoprost den trabekuldren Kammerwasserabfluss verstarkt und dadurch den
IOD senkt [204]. Auch an perfundierten, humanen Vorderabschnitten konnte gezeigt werden,
dass Latanoprost den konventionellen Kammerabfluss durch einen direkten Effekt auf das
Trabekelmaschenwerk steigert [205]. Der von uns gezeigte Endothelin-Antagonismus von
FP-Rezeptor-Agonisten auf die Kontraktilitdt des Trabekelmaschenwerks scheint damit Gber
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eine Erhéhung des konventionellen Kammerwasserabflusses an der Senkung des Augenin-
nendrucks mitbeteiligt zu sein.

Andere Untersuchungen haben gezeigt, dass Prostaglandin-Analoga den uveoskleralen
Kammerwasserabflusses steigern und dadurch den Augeninnendruck senken [187, 206-
208]. Dieser Effekt wird vermutlich durch eine gesteigerte Sekretion von Matrixmetalloprotei-
nasen durch den Ziliarmuskel hervorgerufen [209, 210]. Durch Aktivierung von Matrixmetal-
loproteinasen werden Komponenten der EZM wie Kollagen und Laminin abgebaut, dadurch
das extrazellulare Material in den Interfilamentrdumen des Ziliarmuskels reduziert und der
Widerstand des Gewebes herabgesetzt [209-212]. Auch in Organkulturen von humaner Skle-
ra wurde nach Behandlung mit PGF,, eine erh6hte Expression von Matrixmetalloproteinasen
und eine erhdhte Sklerapermeabilitat festgestellt [213]. Diese Prozesse bewirken eine Zu-
nahme des uveoskleralen Kammerwasserabflusses. Die beschriebenen Abbauprozesse von
extrazellularem Material bendtigen eine relativ lange Zeitspanne, so dass der schnelle Wir-
kungseintritt der Prostaglandin-Analoga nicht allein durch Erhéhung des uveoskleralen Ab-
flusses erklart werden kann. Die maximale Drucksenkung tritt bereits einige Stunden nach
Applikation der Substanzen ein [188, 205, 214, 215]. Dieser Effekt ist auf den beschriebenen
Endothelin-Antagonismus am Trabekelmaschenwerk zuriickzufihren, wahrend bei den lang-
anhaltenden Effekten die Abbauprozesse der extrazellularen Matrix in den Geweben des
uveoskleralen Abflussweges von Bedeutung sind. Die effektive Drucksenkung der
Prostaglandin-Analoga kann zudem nicht durch alleinige Erhéhung des uveoskleralen Ab-
flusses erklart werden. Messungen an humanen Augen haben gezeigt, dass Uber den uve-
oskleralen Weg weniger als 15 % des Kammerwassers aus dem Auge abflieBen. Die Werte
liegen bei 35 % bei jungen Erwachsenen und sinken auf etwa 3 % bei Personen Uber 60
Jahren [216]. Mit zunehmendem Alter wird im Ziliarmuskel verstarkt extrazellulares Material
akkumuliert, so dass die intermuskularen Rdume reduziert werden und dadurch der uve-
osklerale Abfluss beeintréchtigt wird [217]. Bei Patienten mit POWG tragt der uveosklerale
Abfluss daher nur wenig zur Drainage des Kammerwassers bei. Daher scheint der Endothe-
lin-Antagonismus am Trabekelmaschenwerk und die daraus resultierende Steigerung des
konventionellen Kammerwasserabflusses maBgeblich zur drucksenkenden Wirkung der FP-
Rezeptor-Agonisten beizutragen. Unsere Kontraktionsmessungen am Trabekelmaschenwerk
konnten somit dazu beitragen, einen weiteren Effekt der Prostaglandin-Analoga auf den
Kammerwasserabfluss zu zeigen. Dabei konnte bisher nicht aufgeklart werden, tber wel-
chen Mechanismus diese Substanzen die Kontraktilitat des Gewebes inhibieren (siehe Ab-
bildung 13).

Neben der drucksenkenden Wirkung konnte in mehreren Studien am Kaninchen, an Affen
und am Menschen eine Steigerung des okularen Blutflusses durch Prostaglandin-Analoga
gezeigt werden [57, 58, 218-220]. Dieser Effekt scheint unabhangig von der Senkung des
Augeninnendrucks zu sein [221], der genaue Mechanismus ist bisher nicht bekannt. Auch
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hier kénnte eine Hemmung der Endothelin-induzierten Vasokonstriktion okularer GefaBe
durch Prostaglandin-Analoga den erhéhten Blutfluss erklaren. Bisher ist noch nicht geklart,
welche Konzentrationen von Prostaglandinen im hinteren Augenabschnitt bei einer Therapie
mit einmaliger Applikation pro Tag erreicht werden.

4.4 Antagonisierung der Endothelin-Effekte am Tra-
bekelmaschenwerk als mogliche Glaukomtherapie

Zahlreiche Befunde sprechen fir eine Beteiligung von Endothelin-1 an der Pathogenese des
Glaukoms, die sich im Vorderabschnitt des Auges in einem Einfluss auf den Augenin-
nendruck duBert. Die im Tiermodell gezeigte Erhéhung des IOD durch Endothelin [122, 123]
ist auf die Kontraktion des Trabekelmaschenwerks zurtckzufihren, durch die der Abflusswi-
derstand erhéht wird. Ziel einer direkt am Trabekelmaschenwerk ansetzenden Therapie wére
demnach die Hemmung der Endothelin-induzierten Kontraktion dieses Gewebes. Unsere
Untersuchungen konnten zeigen, dass Substanzen, die in Tiermodellen bereits erfolgreich
den Endothelin-induzierten Anstieg des IOD hemmen, auch in Kontraktionsversuchen am
Trabekelmaschenwerk die Endothelinwirkung inhibieren.

Die Bedeutung der weiteren, muskarinerg regulierten glatten Muskeln im Vorderabschnitt fir
die Akkommodation und Pupillenweite erklart die Notwendigkeit, Therapien zu entwickeln,
die auf die Endothelin-induzierten Signalwege abzielen und weitere Signalwege mdglichst
unbeeinflusst lassen, um Nebenwirkungen gering zu halten. Wir konnten zeigen, dass spezi-
fische Inhibitoren des ET-AR und FP-Rezeptor Agonisten (Prostaglandin-Analoga) dafiir den
vielversprechendsten Ansatz bieten, da sie ausschlieBlich auf die Endothelin-induzierte Kon-
traktion wirken und die durch muskarinerge Agonisten ausgeléste Kontraktion unbeeinflusst
lassen. Eine weitere Mdglichkeit zur Intervention in die Endothelin-induzierte Kontraktion ist
die Inhibition des RhoA/ROCK Signalweges oder die Hemmung der MLCK, wobei diese Sig-
nalwege nicht spezifisch fir Endothelin sind und durch weitere Signalmolekdile aktiviert wer-
den kénnen.
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Abbildung 13: Antagonisierung der Endothelin-Effekte am Trabekelmaschenwerk
BQ-123 — ET-AR-Blocker, Y-27632 — ROCK-Inhibitor, ML-7 — MLCK-Inhibitor

4.5 Ausblick und weiterfliihrende Arbeiten

Da Endothelin an der Pathogenese des Glaukoms beteiligt zu sein scheint, sollten die okula-
ren Effekte des Vasokonstriktors genauestens untersucht werden. Dabei sind die Effekte auf
die okulare Durchblutung und die hier beschriebenen Effekte auf den IOD von Bedeutung.

Die Antagonisierung der Endothelin-Effekte auf die Kontraktilitat des Trabekelmaschenwerks
kénnte eine Mdglichkeit der Therapie darstellen, die direkt am Trabekelmaschenwerk an-
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greift. Obwohl dieses Gewebe den Hauptabflusswiderstand fir das Kammerwassser auf sei-
nem Weg aus dem Auge darstellt, gibt es bisher keine medikamentése Therapie, die direkt
dort ansetzt.

Wir konnten zeigen, dass Prostaglandin-Analoga Uber einen Endothelin-Antagonismus am
Trabekelmaschenwerk zur Senkung des 10D beitragen. Dabei ist bisher nicht bekannt, tber
welchen Mechanismus die beiden Signalwege miteinander interagieren. Diese Interaktion
kdnnte auf Rezeptor- oder G-Proteinebene stattfinden, oder es kdnnten intrazellulare Sig-
nalwege beeinflusst werden. Da Prostaglandin-Analoga heute verstarkt in der Glaukomthe-
rapie eingesetzt werden, ist eine genaue Kenntnis der Wirkmechanismen dieser Substanzen
von entscheidender Bedeutung, insbesondere wenn sie als Kombinationstherapie mit ande-
ren Pharmaka eingesetzt werden sollen.

Ferner sollte analysiert werden, ob der am Trabekelmaschenwerk beobachtete Endothelin-
Antagonismus durch Prostaglandin-Analoga auch an anderen okularen Geweben, z. B. den
okularen GefaBen auftritt, und die durch Prostaglandin-Analoga induzierte Steigerung retina-
ler und chorioidaler Durchblutung auf diesem Effekt beruht.

Insgesamt sollte die wechselseitige Beziehung zwischen Endothelin und Prostaglandinen —
Aktivierung der Prostaglandinsynthese durch Endothelin, Hemmung der Endothelineffekte
durch Prostaglandine — genau analysiert werden, um daraus Hinweise auf die Bedeutung
von Endothelin im Auge unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen zu
erhalten.



Zusammenfassung 48

5 Zusammenfassung

Das Glaukom stellt heute weltweit die hdufigste Erblindungsursache dar. Die einzige bisher
maogliche Therapie bei dieser Erkrankung ist die Senkung des intraokularen Drucks (IOD).
Das Trabekelmaschenwerk, durch das 80 — 90 % des Kammerwassers drainieren, ist tUber
kontraktile Mechanismen aktiv am Kammerwasserabfluss und damit an der Regulation des
IOD beteiligt. Eine Beeinflussung der Kontraktilitdt dieses Gewebes stellt somit eine Mdglich-
keit fir die Entwicklung Augeninnendruck-senkender Pharmaka dar.

Endothelin-1 liegt im Kammerwasser von Glaukompatienten in erhéhter Konzentration vor
und scheint bei der Pathogenese des Glaukoms eine entscheidende Rolle zu spielen. Daran
ist vermutlich ein Einfluss auf die Kontraktilitat des Trabekelmaschenwerks beteiligt. Damit
scheinen Substanzen, die die Endothelin-abh&ngigen Signalwege in diesem Gewebe inhibie-
ren, zur Senkung des Augeninnendrucks geeignet.

Uber die Endothelin-induzierten Signalkaskaden im Trabekelmaschenwerk und die Antago-
nisierung der Effekte lassen sich aus dieser Arbeit folgende Erkenntnisse ableiten:

1. Der Vasokonstriktor Endothelin-1 bewirkt eine Kontraktion des Trabekelmaschenwerks,
die zur Hemmung des Kammerwasserabflusses und damit zur Erhéhung des IOD fiihrt.

2. Die Endothelin-1-induzierte Kontraktion wird teilweise durch einen Anstieg der intrazellu-
laren Kalziumkonzentration hervorgerufen. Daneben existiert im Trabekelmaschenwerk
ein Kalzium-unabhangiger Signalweg unter Beteiligung von RhoA und ROCK, der zur
Kontraktion fUhrt.

3. Im Trabekelmaschenwerk werden beide Endothelin-Rezeptoren, der ET-AR und der ET-
BR, exprimiert. Die Endothelin-induzierte Kontraktion sowie der Anstieg des intrazellula-
ren Kalziums werden in diesem Gewebe vorrangig durch Aktivierung des ET-AR vermit-
telt.

4. Eine isolierte Aktivierung des ET-BR bewirkt ebenfalls eine Kontraktion des Gewebes,
die unter physiologischen Bedingungen jedoch keine Bedeutung zu haben scheint. Die
Bedeutung des ET-BR fur die Funktion des Trabekelmaschenwerks ist bisher nicht ge-
klart.

5. Die Endothelin-induzierte Kontraktion wird durch ML-7, einen Inhibitor der MLCK, und Y-
27632, einen ROCK Inhibitor, gehemmt. Von beiden Substanzen ist bekannt, dass sie
eine Senkung des 10D bewirken.

6. Agonisten des FP-Rezeptors, wie PGF,, und Fluoprostenol, bewirken eine Hemmung der
Endothelin-1-induzierten Kontraktion, wahrend die durch muskarinerge Agonisten ausge-
|6ste Kontraktion unbeeinflusst bleibt. Dieser Endothelin-Antagonismus ist vermutlich fr



Zusammenfassung 49

die schnelle Drucksenkung dieser Substanzen verantwortlich. Ein &hnlicher Effekt wird
durch das Docosanoid Unoprostone, das ebenfalls eine Affinitdt zum FP-Rezeptor hat,

hervorgerufen.

Die Antagonisierung der Endothelin-Effekte auf die Kontraktilitat des Trabekelmaschenwerks
stellt eine Mdglichkeit dar, den Kammerwasserabfluss zu verstarken und dadurch den IOD
zu senken. Die Endothelin-abhangigen Signalkaskaden stellen somit einen geeigneten An-
griffspunkt fir Augeninnendruck-senkende Pharmaka dar.
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7  Abkurzungsverzeichnis

ET Endothelin

ET-AR Endothelin-Rezeptor A
ET-BR Endothelin-Rezeptor B
EZM Extrazellulare Matrix

FP-Rezeptor Prostaglandin F-Rezeptor

IOD Intraokularer Druck

IP3 Inositoltriphosphat

MLCK Myosin-Light-Chain-Kinase
MLCP Myosin-Light-Chain-Phosphatase
Myosin-RLC Myosin regulatory light chain
PCR Polymerasekettenreaktion

PG Prostaglandin

PGE, Prostaglandin E,

PGF,, Prostaglandin Fy,

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

POWG Priméares Offenwinkelglaukom
ROCK RhoKinase

SR Sarkoplasmatisches Retikulum
™ Trabekelmaschenwerk

ZM Ziliarmuskel
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