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Referat und bibliographische Beschreibung

Fragestellung:

Die Behandlung von GefaRneubildungen beim Neovaskularisationsglaukom kann schwierig
sein. Daher stellen die Injektionen von antiangiogenen Substanzen wie Ranibizumab
(Lucentis®) und Bevacizumab (Avastin®) in die Vorderkammer eine sinnvolle Alternative zur
Senkung des intraokularen Drucks dar. Jedoch stehen die antiangiogenen Substanzen nach der
Eingabe in direktem Kontakt zu dem empfindlichen Endothel der Hornhaut. Die Darstellung
des Einflusses von Ranibizumab und Bevacizumab auf diese Zellschicht bei intrakameraler
Injektion war Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Methoden:

Es wurden Ranibizumab (Lucentis®), Bevacizumab (Avastin®) und als Vergleichsserie
Triamcinolon in die Vorderkammer von Schweineaugen gegeben. Anschliefend wurden die
Hornhdute prapariert, fixiert und rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die Bewertung
der rasterelektronenmikroskopischen Bilder erfolgte nach einem festgelegten Score. Es
wurden die Kriterien Mikrovilli, Zellgrenzen, Zelloberflache und Zellmuster beurteilt. Diese
wurden mit den Befunden unbehandelter Corneae und nach Gabe von Balanced Salt Solution
verglichen.

Ergebnisse:

Anhand der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen und der statistischen Auswertung
konnten bei den antiangiogenen Substanzen nur geringe Verdnderungen am
Hornhautendothel festgestellt werden und es wurden meist dhnlich hohe Punktzahlen wie bei
der Nullserie und den mit Balanced Salt Solution konfrontierten Hornhduten vergeben. Im
Vergleich dazu zeigten sich signifikante Unterschiede bei den mit Triamcinolon belasteten
Hornhautproben. Hier traten meist irreversible Zellschaden auf, welche in dieser Auspragung
bei keiner anderen Medikamentengruppe gefunden wurden.

Zusammenfassung:

Lucentis® und Avastin® haben beim Einsatz in der Vorderkammer keine schadigende Wirkung
auf das Hornhautendothel und kénnen zur Behandlung des rubeotischen Sekundarglaukoms
intrakameral injiziert werden. Triamcinolon hingegen ruft bei direktem Kontakt schwere

Schaden an den Endothelzellen der Hornhaut hervor.

Wilhelm, Anke: Veranderungen am Hornhautendothel nach Injektion von antiangiogenen Substanzen
in die Vorderkammer — rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen an Schweineaugen. Halle,
Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2013
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Einleitung

1 Einleitung und Problemstellung

1.1 Pathologische GefaRneubildungen der Iris und Neovaskularisationsglaukom

1.1.1 Retinale Neovaskularisationen

Die Entwicklung von pathologischen GefiaRen an der Retina kann verschiedene Ursachen
haben. Am haufigsten werden Neovaskularisationen durch Ischdmie und Hypoxie der inneren
Netzhautschichten hervorgerufen, welche bei Krankheiten wie diabetischer Retinopathie,
Venenverschlissen, altersbedingter Makuladegeneration, Friihgeborenen-Retinopathie oder
Sichelzellandmie auftreten [82]. Seltener konnen sie auch Folge von Entziindungen des
hinteren Augensegments sein, wobei hier ihre Bildung Uber Entziindungsmediatoren oder
krankhafte Verdnderungen des GefdBnetzes ausgelost wird [39]. Derartige entziindliche
Prozesse spielen beispielsweise bei Sarkoidose, Morbus Behcet, Morbus Eales, Malaria,
Retinitis pigmentosa oder Toxoplasmose eine Rolle [82].

Die aufgefihrten Erkrankungen haben die Induktion der pathologischen Angiogenese zur
Folge, bei der nicht vollig neue GefdlRe aus Vorlduferzellen gebildet werden, sondern aus
bestehenden GefiRen neue Aste aussprossen, welche den endothelialen Stoffwechsel
verandern [41]. Die Angiogenese ist ein Prozess, bei dem die Bildung neuer BlutgefdaRe durch
die Verzweigung und Verldangerung vorhandener GefdBe auch physiologisch grolRe Bedeutung
hat. Bis zur Geburt erfolgt die Vaskularisierung der Netzhaut zum Teil auch als Angiogenese.
Auch nach der Geburt tritt bei der Wundheilung und bei hypoxischen Schaden die
Angiogenese auf. Jedoch kann diese Form der GefalRneubildung auch durch die oben
genannten Erkrankungen induziert sein und zu einer pathologischen Neovaskularisation
fiihren. Hier ist das Gleichgewicht der regulierenden Stimuli und Inhibitoren fir die
Angiogenese gestort, wobei ein Uberschuss der anregenden Faktoren vorliegt. Der am besten
untersuchte Reiz fir okuldre Neovaskularisationen ist der ,Vascular Endothelial Growth
Factor” (VEGF). Er gilt als Botenstoff fir die Entstehung von retinalen und iridalen
Neovaskularisationen [1, 8] und ist ein wichtiger Bestandteil fiir die Steuerung der
Vaskulogenese und Angiogenese [41]. Vor allem durch Hypoxie, aber auch durch andere
Noxen wie ultraviolette Strahlung, Wasserstoffperoxid oder sogenannte Ras-Onkogene, wird
seine Expression gesteigert [41]. Daher ist der Gehalt an VEGF im Glaskorper bei proliferativen
Netzhauterkrankungen signifikant erhoht [5]. Beim gesunden Auge ist dieser Faktor in
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physiologischer Konzentration im retinalen Kapillarnetz und in den Neuronen der inneren
Netzhaut zu finden [60]. Seine Synthese erfolgt liberwiegend durch die Zellen des retinalen
Pigmentepithels (RPE) mit anschlieBender basaler Sekretion in Richtung der Choriokapillaris,
welche zwei bis sieben mal starker als die apikale Sekretion ausgepragt ist [2, 17]. Die RPE-
Zellen versorgen sowohl parakrin die Choriokapillaris und die neurosensorische Netzhaut mit
VEGF als auch autokrin die eigenen Zellen [42]. Der endotheliale Wachstumsfaktor umfasst
sechs Homologe: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und VEGF-F, wobei VEGF-A am
besten untersucht ist [3] und im Gegensatz zu den anderen Vertretern hauptsachlich durch
Ischdmie stimuliert wird [37]. Der VEGF-A hat vier Haupt-Isoformen, welche durch alternatives
SpleiRen der m-RNA des Faktors entstehen und sich durch die Anzahl an Aminosduren und
ihre Loslichkeit unterscheiden (VEGF-A1y1, VEGF-Aigs, VEGF-A1g9, VEGF-Ay06) [41, 51]. Diese
Isoformen haben eine hohe Affinitdt zu den membranstandigen Tyrosinkinase-Rezeptoren
VEGFR-1 und VEGFR-2 auf der Endothelzelloberfliche. Der VEGF-Rezeptor-1 hat das starkste
Bindungspotential. Jedoch wird durch die Bindung mit ihm nicht die biologische Aktivitdt von
VEGF-A induziert, sondern der Wachstumsfaktor in seiner Wirkung gehemmt und inaktiviert.
Nur durch die Bindung mit dem VEGFR-2, welcher das zweitstarkste Bindungspotential hat,
werden die mitogenen, angiogenen und permeabilitdtssteigernden Effekte des VEGF-A
vermittelt [41].

Durch oxidativen Stress wird in den RPE-Zellen die Expression von VEGF-A und anderen
angiogenen Faktoren gesteigert. VEGF-A bindet dann an den VEGFR-2 und induziert dadurch
eine Dimerisierung zu zwei Rezeptormolekilen [3], welche sich durch gegenseitige
Phosphorylierung (Tyrosinkinase) aktivieren. Durch die Bindung an den Rezeptor exprimiert
aktives Endothel verschiedene Zytokine, welche weitere Signalwege stimulieren [58]. Zum
einen wird durch sezernierte Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) der Abbau der
Basalmembran induziert. Dadurch kommt es zu einer Dilatation und Destabilisierung der
Membran, wodurch sich die Permeabilitdt der Gefalle erhoht und den Endothelzellen die
Migration in die extrazellulare Matrix ermoglicht wird [41]. Zum anderen wird durch die
Bindung an den VEGFR-2 die endotheliale Zellproliferation stimuliert und die ,tight junctions”,
welche die Verbindungen zwischen den Endothelzellen darstellen, werden verdndert [5].
Infolge der GefdRerweiterung und der Erhohung der GefdRpermeabilitait kénnen die
Endothelzellen in das umliegende Gewebe einwandern und dort vaskuldre Knospen ausbilden.

Aus den erweiterten Knospen bilden sich Tuben, welche das spatere Kapillarlumen darstellen.
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Als Abschluss der Neovaskularisation lagern sich an der AulRenseite der GefdRe Perizyten an,
die das GefalRnetz stabilisieren [58].

Die neu gebildeten GefalRe unterscheiden sich von den Normalen erheblich [82]. Sie
proliferieren entlang vorbestehender Strukturen, wie dem Glaskérper oder der
Irisvorderflache und haben einen anderen Wandaufbau. Durch die verdiinnten Wande und die
fenestrierten Endothelien in der Frihphase besteht eine hohere Permeabilitat fir
Serumbestandteile und Fluorescein sowie eine erhohte Blutungsneigung. Diese GefaRe
werden durch Bindegewebe begleitet, welches Traktionen auf das umliegende Gewebe

ausliben kann.

1.1.2 Rubeosis iridis und Neovaskularisationsglaukom

Uber die neu entstandenen GefiRe auf der Retina kann infolge ihrer erhdhten Permeabilitat
der endotheliale Wachstumsfaktor VEGF-A durch den Glaskdrperraum in die Vorderkammer
gelangen und dort die Bildung einer Rubeosis iridis induzieren (siehe Abb. 3). Die sich auf der
Irisoberflache ausbreitenden GefalRe unterscheiden sich von einer Irishyperdamie durch starke
Verzweigungen und die gestorte Blut-Kammerwasser-Schranke [70]. Zu den haufigsten
Ursachen fir die Entstehung einer Rubeosis zdhlen vaskuldre ischdmische Zustinde bei der
proliferativen diabetischen Retinopathie und beim retinalen Venenverschluss. Aber auch
Ischdmien durch Netzhautablosung, neoplastische Prozesse (Aderhautmelanome, Metastasen)
nach Strahlentherapie, Entziindungen, wie Uveitis oder Fuchs’sche Heterochromiezyklitis und
die  Bulbusischamie durch eine Carotisstenose kdnnen eine VEGF-vermittelte
Neovaskularisation der Iris auslosen [70]. Die Proliferationen entspringen meist am
Pupillarsaum und breiten sich dann in Richtung des Kammerwinkels aus. Neovaskularisationen
konnen auch direkt im Kammerwinkel oder, in selteneren Féllen, auf dem Irisstroma ihren
Ursprung haben. Die lIrisriickflache ist kaum beteiligt. Anhand der Lokalisation der Rubeosis
kann die Ausdehnung der GefdaRneubildung beurteilt werden [119].

Die Rubeosis iridis ist im fortgeschrittenen Stadium einer angioproliferativen Retinopathie
meist mit der Ausbildung eines vaskuldren Sekundarglaukoms verbunden. Durch VEGF-A aus
den retinalen Neovaskularisationen werden die Endothelzellen der IrisgefaRe zur Zellteilung
angeregt. Die perivaskuldren Zellen bilden Bindegewebe auf der Irisvorderfliche aus und
Uberdecken mit ihrem zirkularen Wachstum die Pupille und das Trabeculum corneosclerale [3,

81]. Durch die in den fibrovaskularen Membranen enthaltenen Myofibroblasten konnen sich
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die GefaRe kontrahieren und fiihren dadurch zur Schrumpfung des umliegenden Gewebes. Es
wird Zug auf den Pupillarsaum ausgelibt, wodurch das Pigmentepithel der Iris auf die
Vorderflache umgeschlagen wird und ein Ektropium uveae entsteht [70]. Ebenfalls durch die
Gewebsschrumpfung bedingt, kommt es zum Verschluss des Kammerwinkels. Durch das
Verwachsen der Iriswurzel mit dem Trabekelwerk zieht sich der Kammerwinkel
reiflverschlussartig zu und es bildet sich ein spitzwinkliger Pseudokammerwinkel [81]. Infolge
der Verlagerung des Kammerwinkels ist der Abflusswiderstand in der Vorderkammer erhoht
und das Kammerwasser kann nur noch unzureichend abflieBen. Hinzu kommt, dass bei
fehlender Blut-Kammerwasser-Schranke der Neovaskularisationen Plasmaproteine aus den
neuen GefdRen austreten, in die Vorderkammer gelangen und an der Spaltlampe als positives
Tyndall-Phdnomen (Pseudouveitis) nachweisbar sind. Weiterhin treten aus den insuffizienten
GefdlRen haufig Blutungen auf. Der Kammerwinkel wird mit Erythrozyten verstopft. Diese
beiden Faktoren filhren zusatzlich zu einem weiteren Anstieg des intraokularen Druckes.
Wenn die Druckwerte 50 mmHg (berschreiten, wird zusatzlich die Hornhaut in
Mitleidenschaft gezogen. Im Hornhautstroma und in den basalen Zellschichten des Epithels
kommt es zu Odemen, aus denen sich epitheliale Zysten bis hin zu einer bulldsen Keratopathie
ausbilden konnen [3]. Dies fuhrt zusammen mit der Linsentribung zu einer erhdhten
Blendungsempfindlichkeit bei reduziertem Sehvermoégen. Da die Rubeosis iridis mit
intraokularem Druckanstieg durch die Optikusschadigung zur Erblindung fiihren kann, miissen

Neovaskularisationen im vorderen Augenabschnitt friihzeitig therapiert werden.

1.2 Anatomie und Physiologie der Hornhaut unter besonderer Beriicksichtigung des

Hornhautendothels

Die Hornhaut ist Bestandteil des dioptrischen Apparates des Auges und hat durch ihre
uhrglasartige Form die Funktion einer Sammellinse. Mit einer Gesamtbrechkraft von ca. 43
Dioptrien macht sie den groRten Anteil des brechenden Systems aus. Weiterhin bietet sie dem
vorderen Augenabschnitt mechanischen Schutz. Makroskopisch hat die Kornea die Form eines
quer gestellten Ovals mit einem horizontalen Durchmesser von ungefdhr 11,5 mm und einer
vertikalen Ausdehnung von etwa 10,5 mm [110]. Die Dicke der Hornhaut betragt peripher ca.
1 mm und nimmt zum Zentrum hin auf 0,5 mm ab. Am Ubergang zur Sklera befindet sich
zirkuldr der Limbus corneae. Diese Region ist grau gefarbt und verbindet die kornealen

Strukturen mit der Lederhaut und dem darunter liegendem Trabekelwerk. Da die Kornea
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gefaBfrei ist, erfolgt die Nutrition mit Aminosauren und Glukose zum Teil Gber einen Stoff- und
lonenaustausch mit dem Tranenfilm und in den peripheren Bereichen Uber die Diffusion aus
dem Randschlingennetz. GroRRtenteils gelangen die Nahrstoffe jedoch tGber das Kammerwasser
in das Hornhautendothel und ermdglichen somit die Versorgung. Die transparente Hornhaut

ist aus funf Schichten aufgebaut (vgl. Abb. 1) [103].

Lipidschicht

.. Wassrige Transnfilm
. Sehicht

- !\M‘M uzinschichi
Epithel

Basalmembran
==~ Lamina limitans ant. (Bowman)

= 3\
LSubstant'a propriz

== Fibroblast

T~ Lamina limitans post. (Descemel)

= ) = o= e Hornhautendothei

Abb. 1: Histologischer Aufbau der Hornhaut aus Schiebler et al. [103]
Die duBere vordere Begrenzung des Auges stellt das Hornhautepithel dar. Es handelt sich

hierbei um ein 40 um starkes mehrschichtiges unverhorntes Plattenepithel, welches sich am
Anulus conjunctivae in das Epithel der Konjunktiva fortsetzt. Es wird im zweiten
Embryonalmonat zusammen mit der Sklera aus dem Ektoderm gebildet [105]. Die weiteren
Zellschichten entwickeln sich aus dem Mesoderm der Umgebung des Augenbechers. Zwischen
dem Hornhautepithel und der darunter liegenden Bowman’schen Lamelle liegt die
Basalmembran, welche beide Zellschichten miteinander verbindet. Die 4-8 um dicke Bowman-
Lamelle (Lamina limitans anterior) bildet die vordere Grenzschicht und leitet sich von der
darunter liegenden Substantia propria ab. Diese Zelllage unterscheidet die menschliche

Kornea von den Hornhduten anderer Saugetiere. Im Gegensatz zu anderen Schichten der
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menschlichen Hornhaut, fehlt die Bowman-Lamelle bei Kaninchen, Hunden, Katzen und
Schweinen [48] und ist lichtmikroskopisch nicht darstellbar [92]. Die daran angrenzende
Schicht ist das Hornhautstroma (Substantia propria) mit einer Starke von 450 um. Sie besteht
aus regelmaBig angeordneten parallel verlaufenden Kollagenfaserlamellen, welche in ihren
Spaltrdumen Fibrozyten enthalten. Der Wassergehalt innerhalb des Stromas betragt durch die
pumpende Wirkung des Hornhautendothels kontinuierlich 78 % und gewahrleistet somit die
Transparenz der Kornea. Daran schlieBt sich die 5-10 um starke Descemet-Membran (Lamina
limitans posterior) an. Diese enthélt zarte Kollagenfibrillen und wird bei Verlust von den
Endothelzellen neu gebildet. Die Hinterwand der Kornea, das 4-6 um dicke Hornhautendothel,
stellt die vordere Begrenzung der Vorderkammer dar. Das einschichtige Plattenepithel,
welches sich vermutlich vom Neuroektoderm ableitet [84], ist die stoffwechselaktivste, aber
durch ihre geringe Regenerationsfahigkeit auch die empfindlichste Schicht der Hornhaut [126].
Es besteht aus flachen hexagonalen Zellen. Beim Neugeborenen zdhlt man 5000-6000
Endothelzellen/ mm? und beim Erwachsenen 1400-2500 Endothelzellen/mm? [85]. Mit
zunehmenden Alter nimmt die Zellzahl kontinuierlich ab und es treten vermehrt Polymorphien
(Varianten in der Zellform) und Anisozytosen (unterschiedliche ZellgrofRen) auf [106]. Das
Endothel der Hornhaut hat mehrere Funktionen. Zum einen wird durch seine lonenpumpe
(Na*K'-ATPase) das Wasser aktiv und konstant aus der Hornhaut in die Vorderkammer
gepumpt, wodurch der Wassereinstrom in das Stroma kompensiert wird und die Transparenz
der Kornea erhalten bleibt. Zum anderen bildet das Endothel eine Barriere und reguliert den
Einstrom von Flussigkeit und geldsten Stoffen ins Kammerwasser. Weiterhin ernahrt es durch
den Stoff- und lonenaustausch die einzelnen Hornhautschichten. Eine ausreichende
Endothelzelldichte ist fiir diese Funktionen notwendig. Nicht nur durch Alterungsprozesse,
sondern auch infolge von Erkrankungen und Traumen kénnen sich die Zellzahlen verringern.
Bei Zellverlusten durch  Verletzungen kommt es vermutlich durch den
proliferationsstimulierenden Effekt der Prostaglandine auf das Hornhautendothel [94] zu einer
Initiierung von Mitosen [128]. Aufgrund der geringen Regenerationsfihigkeit werden die
Defekte nicht durch Teilung, sondern ZellvergroRerung ausgeglichen [25, 30]. Dies flihrt wie im
fortschreitenden Lebensalter zu einer Zunahme von Polymorphien und Anisozytose [93]. Wird
die Zellzahl von 300-400 Endothelzellen/mm? unterschritten, bricht die Pump- und
Barrierefunktion des Endothels zusammen. Die Folge ist eine Hornhautschwellung und

-tribung [76, 85].
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1.3 Antiangiogene Substanzen in der Augenheilkunde

1.3.1 Die verschiedenen antiangiogenen Substanzen

Ranibizumab (Lucentis*)

Ranibizumab ist ein humanisiertes monoklonales Antikorperfragment, welches alle aktiven
Isoformen von VEGF-A bindet und dadurch ihre Wirkung inhibiert. Es wurde aus einem
monoklonalen Antikorper der Maus entwickelt, aus dem der Genabschnitt, welcher das VEGF-
A-bindende Molekiil codiert, entfernt wurde. Diese Sequenz wurde anschlieBend in einen
Bakterien-Vektor (E. coli) eingesetzt, um das Fc-Fragment des Mausantikdrpers aus dem
Wirkstoff zu entfernen [114] und somit komplementvermittelte oder zellabhingige
Immunreaktionen zu reduzieren. Hinzu kommt, dass Ranibizumab als Fragment eine geringere
GroBe bei kleinerem Molekulargewicht (48 kDa) hat [77, 111] und seine Wirkung dadurch 5-
bis 20fach groRer ist als die des Antikorpers in voller Lénge. Das Fab-Fragment, welches die
Bindungsdomane fiir den Wachstumsfaktor darstellt, wurde zuséatzlich modifiziert, um die
Bindungsaffinitat fiir VEGF-A zu erhohen [114]. Die systemischen Belastungen sind bedeutend
geringer, da das Antikorperfragment 100 mal schneller aus dem Koérper entfernt wird als sein
Vorlaufer. Es wird durch seine reduzierte Halbwertszeit (3 Tage im Glaskorper bei Affen [34])
schneller systemisch eliminiert [31]. Weiterhin ist die Konzentration von Ranibizumab im
Serum generell niedrig und liegt auch bei maximalen Serumspiegeln weit unter der
Konzentration, welche eine Hemmung des Wachstumsfaktors zu 50 % bewirkt [97]. Daher ist
davon auszugehen, dass der VEGF-A aulRerhalb des Auges nur geringfiigig durch Ranibizumab
gehemmt wird.

Die antiangiogene Substanz Lucentis® ist fiir die Injektion in den Glaskorper zur Behandlung der
feuchten (neovaskuldren) Form der altersbedingten Makuladegeneration (AMD), des
diabetischen diffusen Makuladdems und des Makulabdems bei Venenverschliissen
zugelassen. Durch die Bindung mit dem Fab-Fragment werden die VEGF-Rezeptoren auf der
Oberflache der Endothelzellen inaktiviert und dadurch die angiogene Kaskade blockiert. Die
Endothelzellen werden nicht zu weiteren Proliferationen angeregt und es bilden sich somit
keine neuen pathologischen GefdBe. Durch die Hemmung der Neovaskularisationsbildung

kann die Progression der zuvor erwdhnten Erkrankungen verhindert werden.
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Obwohl Lucentis® auch in hoheren Dosen (bis 2,0 mg) bei langsamer Dosissteigerung gut
toleriert wird [96], kdonnen durch die Gabe der Injektionslosung in den Glaskorper
unerwiinschte Ereignisse beobachtet werden. Infolge des Eingriffs kdnnen allgemeine
Symptome wie Kopfschmerzen, Sehstérungen und Fremdkoérpergefiihl in den Augen
auftreten. Bedingt durch kleinere vendse Blutungen in den Glaskérperraum beim Durchstich
durch die Bulbuswand konnen ,Mouches volantes” entstehen. Diese Erscheinungen sind
reversibel und bilden sich in der Erholungsphase wieder zuriick. Weiterhin kénnen Blutungen
an der Bindehaut und eine Glaskdrpergrenzmembranabhebung resultieren. Haufig kommt es
nach der Injektion (60 Minuten) zu einem Anstieg des intraokularen Drucks, weshalb sowohl
der Augeninnendruck als auch die Durchblutung der retinalen Zentralarterie postoperativ
kontrolliert werden miuissen [97]. Auch wurde nach der Gabe von Ranibizumab in
verschiedenen Studien (MARINA [95], ANCHOR [21]) uber intraokulare Entziindungen,
infektiose Endophthalmitiden, rhegmatogene Netzhautablosungen, Einrisse in der Netzhaut
und iatrogene Linsenverletzungen bei der Injektion mit traumatischer Katarakt als mogliche
auftretende Nebenwirkungen berichtet [97]. In seltenen Fallen kann durch den Wirkstoff eine
intraokulare Antikérperreaktion ausgelost werden und die erhohte VEGF-Hemmung aulRerhalb
des Auges Blutungen induzieren. Ebenfalls scheint sich durch eine Behandlung mit
Ranibizumab das Risiko arterieller thromboembolischer Ereignisse zu erhohen [97]. Der
Zusammenhang der Verabreichung antiangiogener Substanzen mit dem Auftreten von
Schlaganfallen und Myokardinfarkten wurde ebenfalls in Studien belegt (CATT) [22]. Bei
Uberempfindlichkeitsreaktionen gegen den Wirkstoff sowie bei okuldren und periokuldren
Entziindungen und Infektionen sollte das Medikament nicht eingesetzt werden. Da es bisher
keine Studien zu Interaktionen gibt, darf Ranibizumab nicht mit anderen Arzneimitteln
gemischt werden [97]. Bezliiglich karzinogener und teratogener Wirkungen liegen ebenfalls

noch keine Daten vor.

Bevacizumab (Avastin®)

Das in der Tumortherapie verwendete Bevacizumab ist, wie Ranibizumab, ein gentechnisch
hergestellter humanisierter Antikérper mit hoher Affinitdt zu allen VEGF-A-Isoformen. Er
wurde urspringlich fiir die Behandlung von Tumoren entwickelt [114] und ist in Kombination
mit der Chemotherapie fir den Einsatz bei metastasierenden kolorektalen Karzinomen,

Mamma-Karzinomen, inoperablen oder fortgeschrittenen metastasierenden nicht-
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kleinzelligen Bronchial-Karzinomen und metastasierenden Nierenzellkarzinomen zugelassen
[99]. Durch die Bindung von VEGF-A werden die pathologischen GefdBneubildungen reduziert
und die Tumore in ihrem Wachstum gestoppt. Daher kann durch die Therapie mit Avastin®
einer weiteren Progression der fortgeschrittenen Karzinome vorgebeugt werden.

|ll

Am Auge wird Bevacizumab haufig ,off-label” eingesetzt. Zum einen verhindert die VEGF-
hemmende Wirkung von Avastin® eine Visusverschlechterung bei der feuchten
altersabhdngigen Makuladegeneration [22]. Zum anderen kdnnen auch haufige okuldre
Erkrankungen wie die diabetische Retinopathie [9] und Makuladdeme nach vendsen
Gefallverschliissen [55] mit Bevacizumab behandelt werden. Intraoperativ kann der vorab
injizierte VEGF-Hemmer bei einer durch die proliferative diabetische Retinopathie induzierten
traktiven Ablatio potentielle retinale Blutungen wahrend der Vitrektomie reduzieren [124].
Auch bei seltenen neovaskuldren okularen Krankheiten wie Morbus Eales [64], Retinopathia
praematurorum und POHS (Presumed-Ocular-Histoplasmosis-Syndrom) [127] ist eine
antiangiogene Therapie mit Avastin® sehr wirkungsvoll.

Obwohl Ranibizumab und Bevacizumab den gleichen Wirkmechanismus bei der
Wachstumshemmung von Neovaskularisationen haben, unterscheiden sich beide hinsichtlich
ihres Aufbaus und ihrer Pharmakokinetik. Der Antikorper Bevacizumab enthélt zwar ebenfalls
Genabschnitte von der Maus fiir die Bindung des Wachstumsfaktors, hat jedoch durch seine
Humanisierung eine langere Halbwertszeit im Glaskorper (9,82 Tage) als Ranibizumab [73]. Die
Konzentrationsabnahme in der Vorderkammer ist jedoch dhnlich wie bei Ranibizumab [73].
Des Weiteren ist das Molekil von Avastin® mit 148 kDa im Vergleich zu Lucentis® (48 kDa)
erheblich groRer und stabiler. Wahrend Ranibizumab nur eine Bindungsstelle fir VEGF-A hat,
besitzt Bevacizumab zwei Bindungsepitope [11]. Jedoch ist die Bindungsaffinitdt von Avastin®
trotzdem geringer als die des speziell fur die Anwendung im Auge entwickelten Antikérpers
Lucentis®. Auch bei der Herstellung der beiden antiangiogenen Substanzen gibt es erhebliche
Unterschiede. Das Krebstherapeutikum Avastin® wird aus eukaryotischen CHO-Zellen (Chinese
Hamster Ovary Cells) gebildet und enthilt, anders als Lucentis®, noch einen glykosylierten Fc-
Teil, welcher Immunreaktionen induzieren kann [112, 114]. Zudem zeigen Untersuchungen an
retinalen Pigmentepithelzellen von Schweinen, dass sich Bevacizumab im Gegensatz zu
Ranibizumab in den RPE-Zellen anreichert [63] und einen negativen Effekt auf die Phagozytose
von abgestolRenen PhotorezeptorauBensegmenten hat. Dadurch wird die Funktionstichtigkeit

der retinalen Pigmentepithelzellen beeintrachtigt [62].
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Mogliche Komplikationen bei einer Therapie mit Bevacizumab kéonnten zum einen durch den
kompletten IgG-Antikérper in Form von Immunreaktionen und zum anderen durch die
Zusammensetzung der Injektionslosung bedingt sein. Diese enthdlt neben dem Wirkstoff
zusatzlich auch Puffersalze, Trehalose und das Polysorbat 20 (Tween20¢). Ob dieser Zusatz
negative Auswirkungen am Auge haben kann und ob durch das vorhandene Fc-Fragment
erhebliche Immunreaktionen ausgeldst werden konnten, ist bisher noch ungeklart [112]. Die
lokalen Nebenwirkungen entsprechen denen der anderen VEGF-Inhibitoren [11]. Bevacizumab
wird meist gut vertragen. Bei intravitrealer Gabe in hoheren Dosen kann eine Verzégerung der
Wundheilung auftreten und bei Hypertonie-Patienten wurden Blutdruckanstiege beobachtet
[67]. Der Zusammenhang zwischen der antiangiogenen Therapie und dem Auftreten von
thromboembolischen Ereignissen ist auch beim Einsatz von Bevacizumab noch nicht

ausreichend durch Studien belegt [112].

Pegabtanib (Macugen®)

Bei dem VEGF-Hemmer Pegabtanib handelt es sich um ein modifiziertes RNA-Oligonukleotid,
welches selektiv die VEGF-Isoformses bindet [26]. Das VEGF-Aptamer bindet spezifisch an den
VEGFgs-Rezeptor und inhibiert durch die Strukturverdnderung innerhalb des
Wachstumsfaktors die Bindung an die Endothelzellen [65].

Macugene ist zur Therapie von okuldaren Erkrankungen fiur die Behandlung der feuchten AMD
zugelassen [91]. In einer Studie konnte nachgewiesen werden, dass Pegabtanib die VEGF¢s-
induzierte Delokalisation des Tight-Junction-Proteins Occludin aus der Plasmamembran ins
Zytosol vollstandig zurlickbildet und sich Occludin nach dem Einsatz von Macugen wieder in
die Plasmamembran einlagert [26]. Da es den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke
verhindert, scheint bei der Therapie der diabetischen Retinopathie der Einsatz sinnvoll.

Infolge der selektiven Blockierung von VEGF.es hat Pegabtanib gegeniiber anderen VEGF-
Hemmern, wie Ranibizumab und Bevacizumab, eine geringere Rate an Nebenwirkungen, ist

jedoch dadurch auch weniger antiangiogen wirksam [91].

Aflibercept (Eylea®)

Seit Dezember 2012 ist Aflibercept (Eylea®) fir die Behandlung der exsudativen AMD in

Deutschland zugelassen. Bei dem Wirkstoff handelt es sich um ein Fusionsprotein aus
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Fragmenten der extrazelluldren Domanen der humanen VEGF-Rezeptoren-1 und -2 und dem
Fc-Fragment des humanen IgG1 [98]. Auch hier erfolgt, wie bei Avastin, die Herstellung in den
Ovarialzellen chinesischer Hamster (CHO). In mehreren Studien konnte die Wirksamkeit mit

glinstigem Visusverlauf wie nach der Gabe von Ranibizumab belegt werden [46].

Triamcinolon (Triamcinolonacetonid)

In der Augenheilkunde wird Triamcinolon zur Therapie zahlreicher vitreoretinaler
Erkrankungen eingesetzt. Beim diabetischen Makulaédem, der exsudativen altersbedingten
Makuladegeneration bei nach Katarakt-Operationen aufgetretenem Irvine-Gass-Syndrom
(zystoides Makuladdem bei Pseudophakie) [4, 116], kann durch die Gabe der kristallinen
Losung in den Glaskorper GefdBleckagen und Ansammlungen intra- und subretinaler
Flussigkeiten verringert werden. Der Wirkstoff wird aufgrund seiner antiproliferativen,
antiinflammatorischen und antiangiogenen Wirkung auch zur Behandlung von proliferativer
diabetischer Retinopathie, Uveitis und retinalen Venenverschlissen eingesetzt.

Es handelt sich um ein synthetisches lipophiles Kortikosteroid mit einem breiten
Wirkspektrum. Aufgrund der Darreichungsform als kristalline Suspensionsldsung resultiert ein
Depoteffekt im behandelten Gewebe [117] und somit eine langer anhaltende Wirkung. Durch
die geringe Loslichkeit in wassriger Losung ist seine Bioverfligbarkeit sehr hoch und es erfolgt
eine verzogerte Freisetzung des Wirkstoffs, was z. B. im Glaskorper einen gleichbleibenden
Wirkstoffspiegel liber mehrere Monate zur Folge hat. Bei einer Halbwertszeit von 18,6 Tagen
nach intravitrealer Applikation von 4 mg sind noch bis zu 13 Wochen danach therapeutische
Konzentrationen nachweisbar [15].

Triamcinolon zeichnet sich durch eine groRe Wirkstoffbreite aus. Es hat zum einen durch die
Reduktion der Prostaglandinsynthese und durch die Hemmung der Freisetzung von
Arachidonsdure eine antiinflammatorische Wirkung [32]. Zum anderen unterdriickt es die
Kaskade einer Entziindungsreaktion durch das Supprimieren der Leukozytenmigration [88],
infolge der Expression von Leukozytenadhdsionsmolekiilen und der Reduktion der
Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine. Da Odeme im Auge infolge einer insuffizienten
Blut-Retina-Schranke entstehen, wird auch hier das Kortikosteroid durch die Stabilisierung der
Schranke mittels Verringerung der Expression von endothelialen Adhasionsmolekilen und
Wachstumsfaktoren (VEGF) antiddematos wirksam [88]. Weiterhin kénnen durch die direkte

Hemmung von Fibroblasten sowie durch die Reduktion der Freisetzung von Kollagen und der
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Blockierung des stimulierenden Zytokins TGF-B1 (Transforming Growth Factor-$1)
pathologische Proliferationen verhindert werden [116]. Auf die Angiogenese hat Triamcinolon
sowohl direkt als auch indirekt einen inhibierenden Einfluss. Es hat eine supprimierende
Wirkung auf Matrix-Metalloproteinasen durch das Andocken an die Steroidrezeptoren der
Endothelzellen und unterbindet somit den Umbau der extrazellularen Matrix [109, 125].
Indirekt antiangiogen wirkt das Steroid durch Unterdriickung der Aktivierung und Migration
von Entziindungszellen. Dies hat zur Folge, dass keine proangiogenen Faktoren, wie der
Wachstumsfaktor VEGF, synthetisiert werden.

Trotz des breiten Wirkspektrums nimmt die Zahl der Indikationen fir den Einsatz von
Triamcinolon im Glaskorper wieder ab. Zum einen gibt es heute neue und effektivere
Medikamente, wie die VEGF-Inhibitoren bei Neovaskularisationen. Zum anderen treten durch
die intravitreale Gabe des Kortikosteroids erhebliche Nebenwirkungen auf. Bei langer
Depotwirkung von Triamcinolon konnen lokal unerwiinschte Wirkungen auftreten. Die Gabe
des Kortikosteroids in das Corpus vitreum kann durch eine irreversible Trilbung der hinteren
Linsenkapsel frihzeitig eine Katarakt induzieren [54]. Bei alteren Patienten ist es moglich, dass
zusatzlich zur altersbedingten Katarakt eine Verstarkung der Rinden- und Kerntriibung der
Linse resultiert [54]. Dies erfordert dann meist einen operativen Eingriff. Des Weiteren kann
sich durch die Behandlung mit dem Medikament ein Sekundarglaukom entwickeln [116]. Der
intraokulare Druck steigt meist 1-2 Monate nach der Injektion an, erreicht nach 2-5 Monaten
Maximalwerte [10] und kann bei einem aggressiven Verlauf eine systemische oder operative
antiglaukomatose Therapie erfordern. Hinzu kommt, dass bei der Injektion von Triamcinolon
das Risiko fir eine infektiose Endophthalmitis hoher ist als bei anderen intraokularen
Eingriffen. Dies ist bedingt durch die kortisoninduzierte Immunsuppression [83]. Da mit
Triamcinolon oft Schaden der Netzhaut behandelt werden, welche im Rahmen des Diabetes
mellitus auftreten, haben die Patienten bereits durch ihr Grundleiden eine verringerte
Immunabwehr und eine hohere Infektanfilligkeit [115]. Dadurch kommt es bei der
intravitrealen Applikation vermehrt zu lokalen Infektionen. Bisher noch ungeklart ist die
mogliche toxische Wirkung von Triamcinolon auf die retinalen Zellen. Untersuchungen in vitro
haben ergeben, dass das Steroid das Wachstum der Netzhautzellen negativ beeinflusst und
zusatzlich die Synthese von pro-apoptotischen Faktoren stimuliert [131]. Selbst bei niedrigen
Konzentrationen (200 ug/ml) konnte eine direkte toxische Wirkung von Triamcinolon auf die

Zellschichten der Retina nachgewiesen werden [79]. Wird das Loslichkeitsgewicht von
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Triamcinolon ab einer bestimmten Konzentration Uberschritten, lagern sich die Kristalle
epiretinal auf der Netzhautoberfliche ab. Da die ebenfalls lipophilen Zellmembranen damit
direkten Kontakt mit den Sedimenten haben, wird die Stabilitdt der Membranen gestort und
die Zellen gehen zugrunde [117]. Haben die Zellen keinen unmittelbaren Kontakt mit dem
Wirkstoff, ist Triamcinolon gut vertraglich und wirkt nicht toxisch. In vivo besitzt das Auge
protektive Faktoren, wie die Membrana limitans interna und den Glaskorper [116]. Diese
grenzen die retinalen Zellen vom Glaskdrperraum ab und unterbinden dadurch den toxischen
Effekt. Jedoch konnen durch operative Eingriffe diese Barrierefunktionen verloren gehen. Die
Membrana limitans interna wirkt fir Triamcinolon abweisend. Im Rahmen eines ILM-Peelings
konnen sich die Sedimente leichter an die Netzhautzellen anlagern und die Zellstrukturen
zerstoren. Auch der Glaskorper schiitzt indirekt die Retina vor toxischen Einwirkungen. Die
Triamcinolon-Kristalle haben eine hohe Affinitat
zur  Glaskorpersubstanz. Daher wird das
Medikament haufig bei schwierigen intravitrealen
Eingriffen zur besseren Darstellung des Corpus
vitreum genutzt. Durch die erhohte Bindung der
Kristalle mit den intravitrealen Strukturen wird

eine Sedimentation auf der Netzhautoberflache

verhindert. Wenn nun bei einem vitrektomierten Abb. 2: Triamcinolon in der Vorderkammer
bei einem vitrektomierten Patienten nach
Eingabe des Medikamentes in den
Glaskdrperraum mit Gastamponade und
postoperativer Kopf-Tief-Lagerung

Auge Triamcinolon in den Glaskérperraum
gegeben wird, kommt es, aufgrund der fehlenden
protektiven Wirkung des Glaskorpers, zu einer
erhohten Sedimentation. Des Weiteren kann das Kortikosteroid beim Einsatz wahrend einer
Vitrektomie, durch die anschlieBende Bauchlage des Patienten, Uber die Pupille in die

Vorderkammer gelangen und dort das Endothel der Hornhaut schadigen (vgl. Abb. 2).

1.3.2 Einsatz antiangiogener Substanzen bei AMD

Die exsudative (feuchte) altersbedingte Makuladegeneration macht 15 % aller AMD-Formen
aus, ist im Vergleich zur trockenen AMD durch eine schnellere Visusverschlechterung
gekennzeichnet und ist die haufigste Erblindungsursache im hoheren Alter (> 65 Jahre) in
Europa [66]. Bei dieser neovaskuldren Erkrankung wird durch oxidativen Stress, entziindliche
Zellen und Hypoxie [78, 118] aus den RPE-Zellen der Wachstumsfaktor VEGF exprimiert,
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welcher die Bildung neuer Blutgefdfle aus der Choriokapillaris induziert. Da die retinalen
Pigmentepithelzellen altersbedingt in ihrer Funktionsfahigkeit abnehmen, lagern sich
innerhalb dieser Zellen Abbauprodukte, wie Lipofuszin, ab, welche in der Funduskopie und in
der Fluoreszenzangiografie (FAG) als Drusen sichtbar sind. Die Zellen des Pigmentepithels
gehen infolge davon zugrunde und es entstehen Licken in der Bruch’schen Membran
(Grenzmembran zwischen Choroidea und Pigmentepithel). An diesen Stellen kénnen die
abnormen Gefalle die Grenzmembran durchdringen und proliferieren subretinal. Aufgrund
des insuffizienten Wandbaus der Neovaskularisationen treten sertse Fliissigkeit, Lipide und
Blut aus den GefdBen aus [66]. Durch die Leckage im Bereich der Makula entsteht
fibrovaskuldres Narbengewebe, welches einen irreversiblen Visusabfall zur Folge hat.

Bei der Behandlung der neovaskuldaren AMD ist die intravitreale Injektion von VEGF-Hemmern
gegenilber anderen Verfahren, wie photodynamischer Therapie (PDT), Laserkoagulation und
subretinaler Makulachirurgie, heute die Therapie der Wahl [74]. Die Inhibitoren des
Wachstumsfaktors wirken durch die Hemmung der proangiogenen Aktivitdt des VEGF’s bei
allen Subtypen der feuchten altersbedingten Makuladegeneration und haben ein geringeres
Risikoprofil als andere Methoden. Wichtig ist hierbei ein friher Beginn der Behandlung, da die
Photorezeptoren noch nicht irreversibel geschidigt sind und eine bessere visuserhaltende und
teilweise sogar -verbessernde Wirkung erreicht werden kann [33]. Jedoch verdndern die
antiangiogenen Substanzen nicht die GroRe der Neovaskularisation, sondern wirken nur
inhibierend auf das Wachstum [111]. Die Hemmung von VEGF-A ist keine kurative Therapie,
sondern schaltet einen bedeutenden Faktor fiir die Angiogenese aus. Zusatzlich muss daher
immer die eigentliche Ursache fiir die VEGF-Induktion (Ischamie) behandelt werden.

Fir die Behandlung der verschiedenen Subtypen der exsudativen choroidalen
Neovaskularisationen (CNV) hat sich die intravitreale Gabe von Ranibizumab heute
durchgesetzt. Die antiangiogene Substanz ist seit Februar 2007 mit einer Dosierung von 0,5 mg
pro Injektion fiir die Therapie der neovaskuldaren AMD in Deutschland zugelassen [11]. Es ist
die erste Therapieform, bei der die Sehkraft von Patienten mit minimal klassischer und
okkulter CNV nicht nur erhalten wird, sondern auch ein Anstieg des Visus erreicht werden
kann. Von den bei der AMD angewandten Medikamenten erzielte Lucentis® beim
intravitrealen Einsatz in den Studien die besten Ergebnisse. In klinischen Studien der Phase llI
(MARINA, ANCHOR) [21, 95] konnte bei einer monatlichen Anwendung von Ranibizumab tber

2 Jahre bei liber 90 % der Patienten mit einer neovaskuldaren AMD die Verschlechterung des
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Visus auf weniger als 15 Buchstaben auf der ETDRS-Tafel minimiert werden. Des Weiteren
wurde bei 30-40 % der Erkrankten eine deutliche Verbesserung der Sehscharfe von 7,2
(MARINA) [95] bis 11,3 Buchstaben (ANCHOR) [21] auf der ETDRS-Tafel erreicht. Da Lucentis®
alle VEGF-A-Isoformen hemmt und jede einzelne Schicht der Retina durchdringt, kénnen
Odeme und Verdickungen der Netzhaut, welche durch intra- und subretinale Flissigkeit
bedingt sind, rasch reduziert werden [47]. Dies wirkt sich positiv auf den Visus des Patienten
aus. Zu Beginn der Therapie mit Ranibizumab steht eine Aufsattigungsphase (Upload) durch 3
intravitreale Injektionen in 4-woéchigem Abstand. AnschlieBend erfolgt individuell die
Erhaltungstherapie, in der anhand von monatlichen Kontrolluntersuchungen die Restaktivitat
oder das Odemrezidiv der AMD mit einer erneuten Gabe von Lucentis® behandelt werden [87].
Die Einhaltung der regelméaBigen Kontrolluntersuchungen alle 4 Wochen sind fir den Erfolg
der Therapie sehr wichtig, um eine dauerhafte Visusstabilisierung und -verbesserung zu
ermoglichen [87].

Bei Versagen der Ranibizumab-Therapie sind Pegabtanib oder die PDT die Therapie der
zweiten Wahl. Der Wirkstoff Pegabtanib ist seit Juli 2006 in Deutschland zur Behandlung der
feuchten altersabhangigen Makuladegeneration zugelassen und wird in 6-wdchigen
Abstidnden mit 0,3 mg pro Injektion verabreicht [20]. Durch seine selektive Hemmung des
VEGF-As65 verlangsamt es zwar das Voranschreiten der neovaskularen Erkrankung, verbessert
jedoch nicht die Sehkraft der Patienten [38]. Weiterhin konnte bisher nur ein therapeutischer
Effekt bei einer Therapiezeit Gber 2 Jahre nachgewiesen werden (V.l.S.0.N.-Studie) [23]. Bei
einer Behandlungsdauer von nur einem Jahr, hatte der intravitreale Einsatz von Macugen®
keinen dauerhaften Nutzen. Ob eine Kombination von Pegabtanib mit anderen
antiangiogenen Substanzen eine bessere Wirkung erzielt, ist bisher noch nicht ausreichend
belegt [52].

Bis zur Zulassung von Ranibizumab wurde bei der AMD (iberwiegend das Krebsmedikament
Bevacizumab (Avastin®) injiziert [127]. Auch heute wird es weiterhin behandlungsalternativ als
,Off label“-Therapie bei verschiedenen Subtypen der choroidalen Neovaskularisationen
eingesetzt [127] und hat eine groRere therapeutische Wirkung als die photodynamische
Therapie oder Pegabtanib. Da Avastin® in gleicher Weise an alle VEGF-A-Isoformen bindet wie
Ranibizumab und ebenfalls vollstandig die Retina und Choroidea durchdringt [45], kdnnen
auch hier eine Visusstabilisierung und ein Anstieg der Sehscharfe erreicht werden [102]. Die

Verbesserung der Sehkraft durch die intravitreale Gabe von 1,25 mg/ 0,05 ml Bevacizumab
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[11] ist vergleichbar mit der Wirkung von Ranibizumab wahrend der Phase-llI-Studien in den
ersten Monaten [6, 21, 95]. Weiterhin sind durch die langere Halbwertszeit die
Behandlungsintervalle groRRer und der Wirkstoff Bevacizumab ist zudem kostengiinstiger als
Lucentis® [127].

Die intravitreale Gabe von Triamcinolon bei der exsudativen AMD hat zwar eine indirekte
antiangiogene Wirkung zur Folge, jedoch wird eine Monotherapie mit dem Kortikosteroid
nicht empfohlen. Zum einen treten durch die Injektion in den Glaskorper haufig
Nebenwirkungen auf (siehe Abschnitt 0) und zum anderen konnte in Studien keine eindeutige
therapeutische Wirkung nachgewiesen werden [35]. Nach 12 Monaten waren die
antiangiogenen Effekte aus der Anfangsphase der Behandlung nicht mehr belegbar. In
Kombination mit der photodynamischen Therapie kann Triamcinolon jedoch sinnvoll
eingesetzt werden, da die PDT-induzierten entziindlichen Reaktionen und die vermehrte

VEGF-Produktion reduziert werden [11].

1.3.3 Anwendung bei Erkrankungen des Augenvorderabschnitts

Auch in der Therapie von Erkrankungen des vorderen Augenabschnitts hat der Einsatz
antiangiogener Substanzen in den letzten Jahren Einzug gehalten.

Bei Neovaskularisationen an der Hornhaut werden Ranibizumab, Bevacizumab und Pegabtanib
,Off label” in Form von Augentropfen wirkungsvoll eingesetzt [91]. Avastin® hat bei dieser
Anwendung gegeniliber anderen lokalen Arzneimitteln, wie Steroiden oder Cyclosporin A,
sogar erhebliche Vorteile. Aufgrund seines hoheren antiangiogenen Effekts, kann es adjuvant
in Form von Augentropfen oder  subkonjunktival bei fortgeschrittener
Limbusstammezellinsuffizienz und nach einer Keratoplastik eingesetzt werden [19, 44]. Des

|ll

Weiteren wird Bevacizumab ,off-label” zur Exzision bei Pterygien gegeben, um Rezidiven
vorzubeugen [67]. Um bei der Filterkissenchirurgie von Glaukomen die
Fibroblastenproliferation und somit die Vernarbung des Filterkissens zu verhindern, ist auch
hier eine VEGF-Inhibition durch die subkonjuktivale Verabreichung des Krebsmedikamentes
sehr hilfreich [72].

Da Ranibizumab und Bevacizumab aufgrund der raschen Penetration von Irisgewebe,
Kammerwinkelstrukturen und Ziliarkorper einen schnellen Riickgang von Neovaskularisationen

Ill

bewirken [112], werden sie ebenfalls ,off label” beim Neovaskularisationsglaukom mit

Rubeosis iridis in die Vorkammer gegeben [91].
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1.3.4 Einsatz beim Neovaskularisationsglaukom

Beim neovaskuldren Sekundarglaukom kénnen antiangiogene Substanzen ergédnzend zu den
derzeitigen therapeutischen Behandlungen bei einer Rubeosis iridis eingesetzt werden [71]. In
den friihen Stadien der Rubeosis reduzieren sie die GefdRneubildungen auf der Iris und
verhindern dadurch eine Verlegung des Kammerwinkels. Bei fortgeschrittener Erkrankung mit
Proliferationen der Gefdle in das Trabekelwerk kdénnen die VEGF-Hemmer additiv zur
Basisbehandlung verabreicht werden, um den intraokularen Druck zu stabilisieren [104].
Bevacizumab verhindert durch die Inhibition des Wachstumsfaktors die Bildung neuer Gefalle
auf der Irisoberfliche und reduziert die vaskuldre Hyperpermeabilitdit der
Neovaskularisationen. Dadurch bilden sich die Leckagen aus den wandinsuffizienten GefalRen
zurlick und der Anteil von Zellen und Proteinen im Kammerwasser wird reduziert [16]. Dies
verhindert weitere Druckanstiege und eine Progression des Neovaskularisationsglaukoms.
Avastin® kann sowohl intravitreal als auch intrakameral verabreicht werden. Zwar setzt bei
beiden Applikationsformen die Wirkung schon nach 48 Stunden ein [12], jedoch halt der
therapeutische Effekt nach intravitrealer Injektion mit 6-8 Wochen [12] langer an als bei der
intrakameralen Anwendung (4 Wochen) [40]. Weiterhin hat die Injektion in das Corpus
vitreum den Vorteil, dass auch das hintere Segment behandelt wird und dadurch weniger
proangiogene Faktoren in den vorderen Augenabschnitt gelangen [108]. Fir die Injektion in
den Glaskorper wird beim NVG meist die gleiche Dosis wie bei der Behandlung der AMD
verwendet (1,25 mg/ 0,05 ml) [53]. Bei der seltener angewandten intrakameralen Applikation,
werden nur 1,0 mg Avastin® in die Vorderkammer injiziert [40]. Da durch den physiologischen
Abfluss des Kammerwassers und einem fehlenden Depoteffekt wie im Glaskorper die
Konzentration von Bevacizumab schneller absinkt, sind hdufiger Re-Injektionen notig [71].
Dem gegeniiber steht jedoch der sofortige Wirkungseintritt nach der Gabe in die
Vorderkammer, da sich hier die antiangiogene Substanz sofort im Anwendungsgebiet befindet
und nicht erst tGber den Glaskérperraum in die Vorderkammer gelangen muss [40] (vgl. Abb.
3). Die therapeutische Wirkung des VEGF-Hemmers halt bis zu 6 Monate an. AnschlieBend
missen erneut Injektionen erfolgen, da sich sonst bei fehlender Hemmung des
Wachstumsfaktors wieder Gefal3e an der Irisoberflache bilden [57].

Da mit der antiangiogenen Therapie nicht die Ischamie als eigentliche Ursache der Erkrankung
behandelt wird, sondern durch die VEGF-Hemmung besonders bei irreversibler Synechierung

des Kammerwinkels nur eine Progression des Glaukoms verhindert werden kann [16], erfolgt
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der Einsatz von VEGF-Inhibitoren adjuvant zur Basistherapie [71]. Durch die panretinale
Laserkoagulation und die Netzhautkryokoagulation kann der ischdamische Reiz beseitigt
werden und mit Hilfe der Zyklokryotherapie und filtrierenden Eingriffen lassen sich sowohl die
Produktion als auch der Abfluss des Kammerwassers regulieren. Durch die zusatzliche
Verabreichung der VEGF-Inhibitoren kann durch deren schnellen Wirkungseintritt der

Zeitraum bis zur Behandlung der antiangiogenen Ursache Uiberbriickt werden [71].

Abb. 3: Patient mit Rubeosis iridis vor (a) und nach (b) der Gabe von Bevacizumab (Avastin¢) in die
Vorderkammer
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1.4 Problemstellung

Durch Neovaskularisationen auf der Irisvorderflaiche in Form einer Rubeosis iridis, die bei
vielen ischamischen Netzhauterkrankungen als Komplikation entstehen kdnnen, kann der
Kammerwinkel verlegt werden. Daraus ergibt sich eine Abflussbehinderung fiir das
Kammerwasser. Da der erhohte Augeninnendruck das Sehvermogen gefahrdet, ist es wichtig,
diese  Neovaskularisationen  frihzeitig zu behandeln, um die pathologischen
Gefadllneubildungen zu stoppen und den Augendruck zu senken. Die operative Behandlung bei
einer ausgepragten Rubeosis gestaltet sich oftmals schwierig. Daher stellt der ,off-label”-
Gebrauch durch die Injektionen von antiangiogenen Substanzen wie Ranibizumab (Lucentis?),
Bevacizumab (Avastin®) und Pegabtanib (Macugen®) in die Vorderkammer eine sinnvolle
Behandlungsalternative dar, um Proliferationen an der Iris zurlickzudrdangen und den
intraokularen Druck zu senken. Diese Medikamente sind bei der Behandlung von
Gefdllneubildungen an der Netzhaut bereits etabliert und verhindern durch die Inhibition der
VEGF-Bildung in den ischdmischen Arealen die Angiogenese. Durch die Applikation in die
Vorderkammer haben die antiangiogenen Substanzen jedoch direkten Kontakt zu dem
empfindlichen Endothel der Hornhaut. Da noch nicht geklart war, welchen Einfluss der Einsatz
von VEGF-Inhibitoren in der Vorderkammer auf die innerste Schicht der Hornhaut hat, war es
Ziel der Arbeit zu untersuchen, ob die Gabe der antiangiogenen Substanzen in den vorderen

Augenabschnitt zu morphologischen Veranderungen am Hornhautendothel fihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmodell Schweineauge

Zur Untersuchung der Morphologie des Endothels wurden Hornhdute von enukleierten
Schweineaugen der Rasse ,Deutsches Hausschwein” verwendet, da diese der Anatomie,
Physiologie und Embryologie des menschlichen Auges sehr dhnlich sind und sich nur durch das
Fehlen einer Bowman-Lamelle von humanen Hornhauten unterscheiden. Es handelte sich um
4 bis 5 Monate alte Schweine mit einem Gewicht von 25-50 kg. Die Enukleation der
Schweineaugen erfolgte im Schlachtbetrieb Méllin (Mecklenburg-Vorpommern) unmittelbar
nach der Tétung der Tiere. Um eine thermische Schadigung der Hornhdute auszuschliefRen,
wurden die Proben vor der Bebrihung entnommen. Die Bulbi wurden in einer Kiihlbox bei
+4 °C vom Schlachthof Mollin in das Forschungslabor der Schweriner Augenklinik (HELIOS-
Kliniken) transportiert und anschlieBend im Kihlschrank bis zur jeweiligen Praparation
gelagert. Aufgrund des langen Schlachtungszeitraums von 4 bis 5 Stunden und der
Aufeinanderfolge der einzelnen Praparationen ergab sich fiir die Hornhdute jeweils eine
postmortale Zeit von 6 bis 13 Stunden. Vor dem Einsatz der antiangiogenen Substanzen
wurden durch die Promovendin mehr als 200 Schweineaugen ohne die Injektion eines
Medikaments prapariert, um die Technik der Gabe von Substanzen in die Vorderkammer und

der anschlieBenden Trepanation der Hornhdute zu erlernen.

2.2 Versuchsregime

Es wurden pro Versuchsreihe in jeweils 10 Schweineaugen die zu untersuchenden Substanzen
Lucentis®, Avastin®, Triamcinolon und BSS injiziert, wobei flir Triamcinolon und Bevacizumab
aufgrund der guten Verfiligbarkeit jeweils eine weitere Versuchsreihe erfolgte und hier die
Gesamtprobenanzahl N=20 betrug. Bei jeder Injektion wurden 50 ul (= 0,05 ml) des jeweiligen
Medikamentes in die Vorderkammer der einzelnen Schweinebulbi gegeben (vgl. Tab. 1).

Zur Beurteilung der Endothelschadigung durch Ranibizumab wurde eine Injektionslosung mit
einer Konzentration von 0,5 mg/0,05 ml verabreicht, wie sie urspringlich zur intravitrealen
Anwendung bei Patienten eingesetzt wurde. Die bei der klinischen Anwendung am Menschen
verbliebenen Lucentis*-Reste wurden gesammelt und in die Vorderkammer der Schweinebulbi

gegeben.
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Bei der Untersuchung der Beeinflussung des Hornhautendothels durch das Krebsmedikament
Bevacizumab wurde die Injektionslosung mit einer Konzentration von 1,25 mg/ 0,05 ml
verwendet. Die Losung wurde ausgeeinzelt in einer Fertigspritze von der Krone-Apotheke
(Kiel) bezogen.

Als Vergleichsserie wurden unbehandelte Hornhautproben (Nullserie) nach den gleichen
Praparations-, Fixier- und Trocknungsverfahren fiir die Rasterelektronenmikroskopie
aufbereitet. Ebenfalls zur Gegeniiberstellung der mit antiangiogenen Substanzen belasteten
Praparate wurden in zehn weitere Schweinebulbi 50 ul balancierte Kochsalzlésung (Balanced
Salt Solution) gegeben und in die Vorderkammer von 10 Schweineaugen das Kortikosteroid
Triamcinolon injiziert. Bei dem Steroid handelte es sich um eine Triamcinolonacetonid-
Suspension mit einem Konzentrationsverhdltnis von 2 mg/0,05 ml zur intravitrealen

Anwendung, bereitgestellt von der Apotheke der HELIOS-Kliniken in Schwerin.

Tab. 1: Ubersicht {iber die injizierten Medikamente

Medikament Konzentration Injektionsvolumen
Ranibizumab (Lucentis®) 0,5 mg/ 0,05 ml 50 ul
Bevacizumab (Avastin®) 1,25 mg/ 0,05 ml 50 ul
Triamcinolonacetonid 2 mg/ 0,05 ml 50 ul
Balanced Salt Solution - 50 wl

2.3 Versuchsdurchfiihrung

2.3.1 Injektion in die Vorderkammer

Zuerst wurde (iberschiissiges Gewebe wie Bindegewebe und Muskulatur mittels Schere
makroskopisch von der Sklera entfernt und die Schweineaugen in einem Bulbushalter nach
SPITZNAS [113] fixiert. AnschlieBend wurden die Bulbi mit dem Halter fir die Injektion des
Medikaments unter einem binokularen Operationsmikroskop platziert.

Nach dem Abpréaparieren der Konjunktiva mit einer Bindehaut-Schere wurde mit einem
Mikroskalpell in horizontaler Lage zur Hornhautkrimmung bei 12%° Uhr eine ca. Imm groRe
Parazentese am Limbus corneae angelegt. Dadurch wurde der Limbus eroffnet und bis zur
Descemet’schen Membran perforiert. Durch den angeschnittenen Bereich wurde eine 0,40 x

22 mm (= 27 Gauge) groRe Injektionskaniile (Fa. BRAUN/Melsungen) mit der Offnung nach
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oben in die Vorderkammer eingefihrt und anschlieBend um 180° gedreht, um
Stromungsschaden am Endothel der Hornhaut zu vermeiden. Mit einer 1-ml-Spritze konnten
danach 50 ul der antiangiogenen Substanz eingegeben werden (vgl. Abb. 4). Nach der
Injektion wurde die Kaniile vorsichtig aus der Vorderkammer entfernt und dabei der
Ansaugdruck des Bulbushalters langsam reduziert, um ein Kollabieren der Bulbi durch eine zu
schnelle Druckentlastung zu verhindern.

Die Bulbi lagerten anschlieBend fir 90 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur (vgl. Abb. 4). Diese Zeit entspricht der vollstandigen Erneuerung des
Kammerwassers im Auge [120] und ware in vivo der Zeitraum, in dem die injizierte Substanz

vollstandig aus der Vorderkammer durch den Abfluss mit dem Kammerwasser lber den

Kammerwinkel abtransportiert worden ware.

Abb. 4: a) Injektion einer Testsubstanz in die Vorderkammer des Schweinebulbus unter einem binokularen
Operationsmikroskop; b) Lagerung der Schweinebulbi in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur fir 90
Minuten

2.3.2 Praparation der Hornhdute

Nach dem Ablauf der Lagerungszeit von 90 Minuten wurden die Schweinebulbi erneut auf
dem Bulbushalter fixiert und die Hornhautoberflaiche zum Entfernen von Beldagen mit einer
Natrium-Chlorid-Losung gespiilt. Am vorderen Augenpol wurde ein Trepan mit einem
Durchmesser von 15 mm so aufgesetzt, dass die Kornea komplett einbezogen war und ein
gleichmaRiger ca. 1 mm breiter Sklerarand fiir die Praparation resultierte (vgl. Abb. 5). Mit
gleichmaRigem Druck wurde der Trepan auf dem Augapfel abwechselnd entgegen und mit
dem Uhrzeigersinn gedreht und in die Sklera eingeschnitten bis diese an einer Stelle
durchtrennt war, sodass anschlieBend der zirkuldre Schnitt mit einer gebogenen

Hornhautschere entlang der Trepanationsfuge vervollstandigt werden konnte (vgl. Abb. 5).
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Dabei durfte kein Zug auf die Kornea ausgelibt werden, um das Endothel nicht zusatzlich zu

schadigen. Die abgetrennte Korneoskleral-Scheibe wurde erneut mit einer Natrium-Chlorid-

"/ gt

g\ .
Abb. 5: a) Trepanation des Bulbus mit Hilfe eines 15 mm Trepans zur Praparation der Korneoskleral-Scheibe;
b) Zirkularer Schnitt mit der Hornhautschere zum Abtrennen der Korneoskleral-Scheibe

Losung gespllt, mit der Endothelflaiche nach oben gelegt und mit einem Hornhaut-Trepan
(HESSBURG BARON) mit 8,25 mm im Durchmesser zur Gewinnung einer zentralen

Hornhautscheibe ausgestanzt.

2.3.3 Fixierung der Hornhaute

Um die Proben fir die rasterelektronische Untersuchung vorzubereiten, wurden die
Hornhdaute im elektronenmikroskopischen Labor der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat
Greifswald nach einer Fixations-Methode von J.G. HIRSCH und M.A. FEDORKO (aus dem Jahre
1968) prapariert und fixiert [49].

Nach der Gewinnung der zentralen Hornhautscheiben wurden diese jeweils in 1 ml Fixans tber
eine Dauer von 24 bis 48 Stunden vorfixiert, welches kurz vor der Fixierung hergestellt wurde,
um eine vorzeitige Reaktion der einzelnen Komponenten zu vermeiden. Bei dem Fixativ
handelt es sich um ein Gemisch aus 0,8 % Glutaraldehyd, 0,67 % Osmiumtetroxid, 0,1 M
Cacodylatpuffer, 1 mM Kalziumchlorid, 1 mM Magnesiumchlorid und 25 mM Natriumazid.
AnschlieRend wurden die Hornhautproben mit einem Waschpuffer (0,1 M Cacodylatpuffer, pH
7,4, 1 mM Kalziumchlorid, 25 mM Natriumazid) fir 4 x 15 Minuten in einem Eisbad gespilt
und erneut mit einem Fixativ (2,5 % Glutaraldehyd, 0,1 M Cacodylatpuffer, 1 mM
Kalziumchlorid, 1 mM Magnesiumchlorid, 25 mM Natriumazid) im Kihlschrank {iber Nacht

gelagert.
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Zur Nachfixierung wurden die Proben am Folgetag zundchst zum Entfernen nichtgebundener
Glutaraldehyd-Molekiile wiederholt mit dem Waschpuffer (0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,4,

1 mM Kalziumchlorid, 25 mM Natriumazid) fiir 4 x 15 Minuten gereinigt. AnschlieBend erfolgte
fiir 2 Stunden die Nachfixierung und Anfarbung der Hornhdute mit einem Osmiumtetroxid-
Fixiemedium (2 %, 0sO4 0,1 M Natrium-Cacodylatpuffer) unter Abdunkelung der
Hornhautscheiben. Nach dem Spiilen der Proben mit Aqua bidest (2 x 5 Minuten und 2 x 10
Minuten), konnten die Praparate fir die kritische Punkttrocknung mit Ethanol in
aufsteigenden Konzentrationsstufen (jeweils 15 Minuten in 20-, 40-, 60 % Ethanol, Gber Nacht
bei +4 °C in 70 % Ethanol, jeweils 15 Minuten in 80-, 90-, 96 % Ethanol, 3 x 20 Minuten in 99,8
% wasserfreiem Ethanol) entwassert werden.

Nach der Entwasserung wurden die Proben in ein Essigsaure-iso-Amylazetat-Gemisch mit
einem Ethanol-Amylazetat-Verhéltnis von 2:1 und 1:2 fir jeweils 15 Minuten stufenweise
Uberfiihrt, um anschlielend die Hornhaute flir 3 x 15 Minuten in reinem Amylazetat (reinst,
0,02 % Wasser, RIEDEL DE HAEN) zu spilen. Mithilfe der kritischen Punkttrocknung an einem
Gerat der Firma POLARON (CPD7501, VG Microtech, East Sussex, England) wurden die
Praparate durch das Spililen mit flissigem Kohlendioxid in 11 Wiederholungen getrocknet.
Nach 12 Durchldufen dieses Trocknungsverfahrens, wurde die Temperatur in der
geschlossenen Vorrichtung Uber den kritischen Punkt (auf 38 °C) erhoht, wobei sich ein
Druckanstieg auf 84 bar zeigte. Die getrockneten Hornhautscheiben wurden bis zur weiteren

Bearbeitung in einem Exsikkator aufbewahrt.

2.4 Untersuchungen mit dem Rasterelektronenmikroskop

Zur Herstellung der Leitfahigkeit fiir die rastelektronenmikroskopische Untersuchung wurden
die Proben zundchst mit Nagellack auf einen Aluminium-Objekttrager geklebt und durch
Leitsilber mit der Unterlage verbunden. Durch das Aufdampfen einer 5 nm dicken Goldschicht
in einem Sputter coater (SC 7640, VG MICROTECH, East Sussex, U.K.) fir 8 Minuten bei 1 kW
und 13 mA erhielten die Praparate ihre elektrische Leitfahigkeit.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen erfolgten mit dem Mikroskop DSM 940A
der Firma ZEISS bei einer Arbeitsspannung von 10 kV und einem Abstand von 8-10 mm. Zur
Beurteilung des Hornhautendothels wurden fiir jedes Praparat jeweils 5 Aufnahmen bei 500-
und 3000facher VergroBerung angefertigt (eine Aufnahme aus der Praparatmitte, vier

Aufnahmen aus der Peripherie).
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2.5 Beurteilung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen

Zur morphologischen Bewertung der rasterelektronenmikroskopischen Befunde wurden die
einzelnen Hornhdute mit Hilfe eines Scores nach KINZEL [61] bewertet. Dieser Score (vgl. Tab.
2 bis Tab. 5) setzt sich aus den Kriterien Mikrovilli (3000fache VergréRerung), Zellgrenzen
(3000fache VergroRRerung), Zelloberflaiche (3000fache VergroRerung) und Zellmuster
(500fache VergroRerung) zusammen und wurde bereits fir die Untersuchungen von
postmortalen Verdnderungen des Schweinehornhautendothels und ihrer zeitlicher
Abhangigkeit eingesetzt.

Jede Aufnahme wurde pro Kriterium mit einem Punktwert zwischen 0 (kaum erhaltene
Strukturen) und 3 (sehr gut erhaltenes Hornhautendothel) bewertet (vgl. Abb. 6 bis Abb. 9).
Durch Addition der Werte fiur die einzelnen Merkmale konnte die maximale Punktzahl 12

erreicht werden.

25



Material und Methoden

Tab. 2: Punktwert fiir die Mikrovilli (3000fache Vergr6Berung)

Mikrovilli Punktwert
homogene Verteilung und einheitliche GroRe der Mikrovilli 3
unregelmaRige Verteilung der Mikrovilli in den einzelnen Zellen mit )
GroBenunterschieden
inhomogene Verteilung der Mikrovilli Giber das gesamte Hornhautendothel
Fehlen von Mikrovilli 0

Abb. 6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Mikrovilli mit der Bewertung nach Kinzel,
rasterelektronenmikroskopische Bilder unbeeinflusster Hornhadute (Nullserie), 3000fache VergréRerung; (A)
Punktwert 3, (B) Punktwert 2, (C) Punktwert 1, (D) Punktwert 0
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Tab. 3: Punktwert fiur die Zellgrenzen (3000fache VergrofRerung)

Zellgrenzen Punktwert
ausgepragte Interdigitationen der Zellgrenzen 3
leichte Vergroberung der Verzahnungen 2
Verzahnung nur noch angedeutet 1
Auflosung der Zellgrenzen, keine Interdigitationen mehr erkennbar 0

Abb. 7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Zellgrenzen mit der Bewertung nach Kinzel,
rasterelektronenmikroskopische Bilder unbeeinflusster Hornhaute (Nullserie), 3000fache VergréRerung; (A)
Punktwert 3, (B) Punktwert 2, (C) Punktwert 1, (D) Punktwert 0
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Tab. 4: Punktwert fur die Zelloberflache (3000fache VergroRerung)

Zelloberflache Punktwert
homogene Zelloberflaiche ohne Unebenheiten 3
vereinzelte zentrale Erhebungen 2
porése Zelloberflache mit Schwellungen 1
unregelmaRige Zelloberflache mit multiplen Zellschwellungen und 0
Zellschrumpfungen

Abb. 8: Aufnahmen der Zelloberfliche mit der Bewertung nach Kinzel, rasterelektronenmikroskopische
Bilder unbeeinflusster Hornhadute (Nullserie), 3000fache VergroRerung; (A) Punktwert 3, (B) Punktwert 2, (C)
Punktwert 1, (D) Punktwert O
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Tab. 5: Punktwert fur das Zellmuster (500fache VergréRerung)

Zellmuster Punktwert
wabenformige und homogene Struktur des Zellmusters 3
Zellverformungen durch zentrale Oberflaichenverdanderungen sowie leichte 5
Abweichungen in Form und GroRe
inhomogenes Zellmuster mit Form- und GréRenvarianz durch vermehrte 1
Zellschwellungen und Zellschrumpfungen, vereinzelt Zellnekrosen
Struktur des Zellmusters kaum noch erkennbar, Auflésung der hexagonalen
Form und Unebenheiten an der Oberflache, grolRflachige 0
Endothelzellnekrosen

Sy
-
L

Abb. 9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Zellmusters mit der Bewertung nach Kinzel,
rasterelektronenmikroskopische Bilder unbeeinflusster Hornhdute (Nullserie), 500fache VergroRerung; (A)

Punktwert 3, (B) Punktwert 2, (C) Punktwert 1, (D) Punktwert 0
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2.6 Statistische Methoden

Grundlage fir die Statistik war die Bewertung der einzelnen Hornhautproben nach den zuvor
festgelegten Kriterien, welche pro Praparat mit jeweils finf Bildern (ein Bild aus der Mitte des
Praparates und vier Bilder aus der Peripherie) nach dem einheitlichen Score mit Punktwerten
von 0 bis 3 beurteilt wurden. Aus den Punktzahlen fiir jede Bewertung wurde anschliefend
der Durchschnitt ermittelt. Da dies nicht immer mit der Anzahl der Zellmerkmale im Praparat
zusammenhing und der Score ausschlieBlich aus Punktwerten besteht (vgl. Tab. 2 bis Tab. 5),
gibt es hier keine Einheit (vgl. Abb. 20 bis Abb. 24). Es wurden jeweils die mit dem gleichen
Medikament behandelten Hornh&ute in einer Gruppe zusammengefasst. Daraufhin ergaben
sich innerhalb der finf Gruppen bei der Vergleichsserie, der balancierten Kochsalzlésung,
sowie bei der antiangiogenen Substanz Avastin® jeweils 10 Proben und bei dem zweiten zu
untersuchendem VEGF-Hemmer Lucentis® und dem Kortikosteroid Triamcinolon jeweils 20
Hornhautproben. Daraus resultierte eine Gesamtprobenanzahl von N=70. Die Einwirkdauer
aller Medikamente in der Vorderkammer betrug 90 Minuten entsprechend der
physiologischen Erneuerung des Kammerwassers in der Vorderkammer.

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurden zu jedem Kriterium Mittelwert und
Standardabweichung, Minimum und Maximum, sowie die Quartile inklusive Median
berechnet (vgl. Anlage Tab. 11 bis Tab. 16). Die grafische Darstellung erfolgte anhand von
Boxplots und Histogrammen. Mittels Shapiro-Wilk-Test [101] wurden die jeweiligen
Verteilungen der Kriterien auf Normalverteilung gepriift. Bei signifikanter Abweichung erfolgte
die weitere statistische Analyse durch nicht-parametrische Verfahren, anderenfalls kamen
parametrische Methoden zum Einsatz. Die Medikamente wurden zundchst mit einem
Globaltest auf signifikante Unterschiede in den untersuchten Kriterien geprift. Dies erfolgte
mittels einfaktorieller Varianzanalyse im parametrischen Fall oder sonst mit dem Kruskal-
Wallis-Test [101]. Bei signifikantem Globaltest wurden Post-HOC-Vergleiche mittels Shapiro-
Wilk-Test bzw. Games-Howell-Verfahren oder U-Test durchgefihrt [101].

Es wurde stets zweiseitig getestet und ein Signifikanzniveau von 5 % zugrunde gelegt. Eine
Alpha-Adjustierung fiir multiples Testen fand nicht statt, die Ergebnisse haben daher
entsprechend explorativen und beschreibenden Charakter. Fir die Durchfihrung der
statistischen Berechnungen wurde IBM SPSS Statistics 20 (SPSS Inc. An IBM Company, Chicago,

IL) eingesetzt.
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3  Ergebnisse

3.1 Darstellung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen

3.1.1 Befunde der unbeeinflussten Hornhaute

Die Nullserie stellte mit zehn unbehandelten Hornhautproben die Vergleichsserie der Studie
dar. Die Prdparate waren durch ein gut erhaltenes Hornhautendothel (vgl. Abb. 10) mit einem
groRtenteils intakten Mikrovilli-Muster gekennzeichnet. Es lag vereinzelt eine unregelmaRige
Verteilung der dennoch in groRer Vielzahl erhaltenen Mikrovilli vor, sodass fiir diese
Zellstrukturen ein Punktwert von 2 vergeben wurde. Bei den Zellgrenzen zeigte sich ein
intakter Zell-zu-Zell-Verband mit einer leichten Vergroberung der Verzahnung. Auch hier lag
die Punktvergabe meist bei 2. Es traten vereinzelte zentrale UnregelmaRigkeiten an der sonst
glatten Membranoberflaiche auf, weshalb dem Kriterium Zelloberflache liberwiegend ein
Punktwert von 2 zugeteilt wurde. In der 500fachen VergroRerung wirkte der Zellverband
homogen und es lagen nur selten Zellpolymorphien und leichte Unterschiede in der ZellgroRRe
vor. Daher wurde bei der Beurteilung des Zellmusters tGiberwiegend die Hochstpunktzahl mit 3
erreicht. Die fiir die einzelnen Kriterien ermittelten Werte stellten fiir die Untersuchung die

maximal zu erreichende Punktzahl dar, mit welcher alle weiteren Proben verglichen wurden.

s

A B

Abb. 10: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unbeeinflussten Hornhdute (Nullserie); (A)
Detailaufnahme aus der Peripherie (REM 3000fach, Score: Mikrovilli 2, Zellgrenzen 2, Zelloberflache 2); (B)
Ubersichtsaufnahmen aus der Praparatmitte (REM 500fach, Score: Zellmuster 3)
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3.1.2 Befunde nach Injektion von Balanced Salt Solution in die Vorderkammer

Das Hornhautendothel der mit Balanced-Salt-Solution versetzten Corneae zeigte ebenfalls eine
gut erhaltene Ultrastruktur (vgl. Abb. 11). Aufgrund der zahlreichen Mikrovilli mit leichter
Variation in GroBe und Anzahl innerhalb der Zellen und der im Zentrum der Zellen leicht
porosen Beschaffenheit der Zelloberflichen, wurden diese Merkmale, &hnlich der
Vergleichsserie, Gberwiegend mit jeweils 2 Punkten bewertet. Die Zellgrenzen waren meist
noch nachvollziehbar, jedoch stark auseinander gewichen und vergrobert, was einem
Punktwert von 1 entspricht. Das Zellmuster wies eine homogene Struktur ohne ausgepragte
Form- und GréBenunterschiede auf, sodass wie bei den unbehandelten Hornhduten, meist die
maximale Punktzahl vergeben wurde (Score 3). Die Werte der einzelnen Kriterien waren im
Vergleich mit der Nullserie anndhrend gleich (vgl. Abschn. 3.1.1). Es gab bei keiner der
Zellstrukturen wesentliche morphologische Unterschiede im Vergleich zu den unbeeinflussten

Hornhauten.

A % B
Abb. 11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Hornhdute nach BSS-Injektion; (A)

Detailaufnahme aus der Peripherie (REM 3000fach, Score: Mikrovilli 2, Zellgrenzen 1, Zelloberflache 2); (B)
Ubersichtsaufnahmen aus der Praparatmitte (REM 500fach, Score: Zellmuster 3)

3.1.3 Befunde nach Injektion von Triamcinolon in die Vorderkammer

Nach der Behandlung des Hornhautendothels mit dem Kortikosteroid kam es liberwiegend zu
einem Totalverlust der Zellstrukturen (vgl. Abb. 12). Die Mikrovilli waren als Merkmal nicht

mehr vorhanden und es zeigten sich aufgerissene Zell-zu-Zellverbindungen mit tiefen
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Spaltbildungen zwischen den einzelnen Zellen. Weiterhin fielen an den Oberflachen
Zellschwellungen mit Membranrissen und ausgepragten Endothelzellnekrosen auf. Bei der
Betrachtung des Hornhautendothels in 500facher VergroRerung war die Struktur des
Zellmusters kaum noch nachvollziehbar. Bei allen vier zu bewertenden Zellmerkmalen lag der
Punktwert meist bei 0 und es wurden nur sehr selten héhere Werte erreicht. Die
Gegenuberstellung dieser Befunde und der Werte fiir unbeeinflusste Hornhdute zeigte bei den
mit Triamcinolon behandelten Proben sehr ausgepragte Strukturverluste, welche mit einer
Zerstorung des Hornhautendothels einhergingen und in solcher Form bei den Prdparaten der

Nullserie und den mit BSS belasteten Hornhauten nicht auftraten (vgl. Abschn. 3.1.1).

A 1 _ B
> 4
Abb. 12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Hornhaute nach Triamcinolon-Injektion; (A)

Detailaufnahme aus der Peripherie (REM 3000fach, Score 0-0-0); (B) Ubersichtsaufnahmen aus der
Praparatmitte (REM 500fach, Score 0)

3.1.4 Befunde nach Injektion von antiangiogenen Substanzen in die Vorderkammer

Lucentis® (Ranibizumab)

Nach der Einwirkung des VEGF-Inhibitors in der Vorderkammer waren die Feinstrukturen des
Hornhautendothels gut erhalten (vgl. Abb. 13). Das Bild der Mikrovilli wirkte in den Praparaten
groRtenteils einheitlich mit stellenweise zentralen Verdichtungen innerhalb der einzelnen
Zellen. Da weiterhin die Grenzen eine deutliche Verzahnung mit leichter Auflockerung dieser
Interdigitationen sowie fehlende Interzellularspalten aufwiesen und sich an den

Zelloberflachen vereinzelte Erhebungen ohne Zellodem oder Zellschrumpfungen zeigten,
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ergab sich fir alle drei Kriterien bei der Bewertung ein Punktwert von 2. Das Zellmuster war
insgesamt gleichmafig angeordnet mit vereinzelt vergroBerten Endothelzellen und
Variationen in der Zellform, sodass auch bei diesem Merkmal nach dem Kinzel-Score 2 Punkte
vergeben wurden. Die Bewertung der Einzelkriterien nach Lucentis*-Injektion lag in einem

dhnlichen Bereich wie die Beurteilung der Vergleichsserie (vgl. Abschn. 3.1.1).

A B
Abb. 13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Hornhaute nach der Injektion von Ranibizumab

(Lucentis®); (A) Detailaufnahme aus der Peripherie (REM 3000fach, Score 2-2-2); (B) Ubersichtsaufnahmen
aus der Hornhautperipherie (REM 500fach, Score 2)

Avastin® (Bevacizumab)

Die morphologischen Endothelzell-Befunde der mit Avastin konfrontierten Hornhautproben
waren der vorherigen Untersuchungsgruppe sehr dhnlich (vgl. Abb. 14). Die Mikrovilli waren in
den Zellen sehr zahlreich erhalten, wiesen jedoch vermehrt unregelmaRige Verteilungen auf,
sodass bei der Beurteilung Uberwiegend die Punktzahl 2 vergeben wurde. Es zeigten sich
Zellgrenzen von relativ plumper Gestalt, bei denen die ehemals gut ausgepragte Verzahnung
teilweise nur noch grob nachvollziehbar war. Da jedoch keine Interzellularspalten auftraten,
lag der Punktwert nach dem Kinzel-Score groRRtenteils bei 1. Das Stroma der Endothelzellen
war bei sonst ebener Zelloberflache in der Mitte der Zellen leicht aufgeworfen und in der
500fachen VergroBerung zeigte sich ein homogenes Zellmuster mit leichten Verdnderungen
Form und GroRe. Beide Kriterien wurden tGberwiegend mit jeweils 2 Punkten bewertet. Auch
hier wichen die Werte der vier beurteilten Kriterien nur gering von denen der Nullserie ab (vgl.

Abschn. 3.1.1).
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Abb. 14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Hornh&ute nach der Injektion von Bevacizumab
(Avastin®); (A) Detailaufnahme aus der Peripherie (REM 3000fach, Score 2-1-2); (B) Ubersichtsaufnahmen

aus der Hornhautperipherie (REM 500fach, Score 2)

3.1.5 Atypische Befunde der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen

In den rasterelektronenmikroskopischen Bildern
fanden sich teilweise amorphe Auflagerungen
(vgl. Abb. 15). Diese stehen jedoch nicht im
Zusammenhang mit der Injektion der einzelnen
Medikamente, da sie auch bei den un-
behandelten = Hornhduten  der  Nullserie
auftraten. Sie sind vermutlich im Rahmen der
Praparation und Eingabe in das Fixiermedium
entstanden und wurden daher bei der
Auswertung der Befunde nicht in die Wertung

einbezogen.

Abb. 15: Detailaufnahme aus der Prdparatmitte eine
unbeeinflussten Hornhautprobe mit amorphen
Auflagerungen (REM 3000fach, Score 2-1-2)
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3.2 Vergleich der einzelnen Kriterien

3.2.1 Mikrovilli

Im Medikamentenvergleich (vgl. Abb. 16) waren die Mikrovilli bei der balancierten
Kochsalzlésung bei unregelmaRiger Verteilung und Groenunterschieden gut erhalten. Ein
ahnliches Bild zeigte sich bei den VEGF-Hemmern Lucentis® und Avastin®. Trotz der leichten
Form- und GroRenvarianz stellte sich ein intaktes Mikrovilli-Muster dar. Bei den mit

Triamcinolon belasteten Proben fehlte dieses Zellmerkmal vollstandig.

Abb. 16: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen im Vergleich der Medikamente miteinander
nach dem Kriterium Mikrovilli; (A) Balanced-Salt-Solution: (REM 3000fach, Score 2); (B) Triamcinolon
(REM 3000fach, Score 0); (C) Ranibizumab (Lucentis®) (REM 3000fach, Score 2); (D) Bevacizumab
(Avastin®) (REM 3000fach, Score 2)
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3.2.2 Zellgrenzen

Bei der Gegeniiberstellung der Substanzen hinsichtlich der Erhaltung der Zellgrenzen (vgl. Abb.
17) zeigte die antiangiogene Substanz Ranibizumab meist die besten Ergebnisse. Hier wirkten
die Zell-zu-Zellverbande homogen und es fanden sich nur geringfligige Auflockerungen der
Verzahnungen. Bei der Eingabe von Balanced-Salt-Solution und Bevacizumab in die
Vorderkammer waren die Zellgrenzen zwar zunehmend grober, jedoch insgesamt intakt.
Anders verhielt es sich bei dem Kortikosteroid. Die Zellgrenzen waren Gberwiegend aufgelost

und es hatten sich zwischen den Zellen tiefe Spalten ausgebildet.

Abb. 17: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen im Vergleich der Medikamente miteinander nach
dem Kriterium Zellgrenzen; (A) Balanced-Salt-Solution (REM 3000fach, Score 1); (B) Triamcinolon (REM
3000fach, Score 0); (C) Ranibizumab (Lucentis®) (REM 3000fach, Score 2); (D) Bevacizumab (Avastin®) (REM
3000fach, Score 1)
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3.2.3 Zelloberflache

Die Beschaffenheit der Zelloberflache (vgl. Abb. 18) war bei den VEGF-Inhibitoren und bei BSS
Uberwiegend einheitlich. Die meisten Endothelzellen wiesen im Versuch mit balancierter
Kochsalzlésung, Lucentis* und Avastin® grofStenteils eine glatte Oberflache mit geringfligigen
Veranderungen in der Zellmitte ohne Anzeichen fir Zellschwellungen oder Membranrisse auf.
Bei den Hornhaduten, welche mit Triamcinolon konfrontiert wurden, traten hingegen

Zellodeme und ausgepragte Nekrosen der Endothelzellen auf.

Abb. 18: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen im Vergleich der Medikamente miteinander nach
dem Kriterium Zelloberflache; (A) Balanced-Salt-Solution (REM 3000fach, Score 2); (B) Triamcinolon (REM
3000fach, Score 0); (C) Ranibizumab (Lucentis®) (REM 3000fach, Score 2); (D) Bevacizumab (Avastin®) (REM
3000fach, Score 2)
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3.2.4 Zellmuster

In den 500fach vergroRerten Aufnahmen wurden bei den Zellmustern der Hornhdute nach
Eingabe von Balanced-Salt-Solution in die Vorderkammer die besten Ergebnisse beobachtet
(vgl. Abb. 19). Die homogene Struktur der Zellen war meist gut erkennbar und die hexagonale
Gestalt der Zellen nachvollziehbar. Nach der Injektion von Ranibizumab und Bevacizumab
wiesen auch diese Zellen ein einheitliches Muster mit geringen Veranderungen in Form und
GrolRe der Zellen auf. Nach dem Einsatz von Triamcinolon jedoch war der Zellverband nicht

mehr erhalten und es waren kaum noch zellulare Strukturen erkennbar.

Abb. 19: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen im Vergleich der Medikamente miteinander nach
dem Kriterium Zellmuster; (A) Balanced-Salt-Solution (REM 500fach, Score 3); (B) Triamcinolon (REM
500fach, Score 0); (C) Ranibizumab (Lucentis®) (REM 500fach, Score 2); (D) Bevacizumab (Avastin® (REM
500fach, Score 2)
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3.3 Statistische Vergleiche der Resultate fiir die einzelnen Kriterien

3.3.1 Mikrovilli

Hinsichtlich der Bewertung der Mikrovilli im Durchschnitt konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den flinf Gruppen nachgewiesen werden (Varianzanalyse (p < 0,001) (vgl. Tab. 6).
Dies wird auch durch die Verteilung der Mikrovilli im Durchschnitt in Abhdngigkeit von dem
injizierten Medikament veranschaulicht (vgl. Abb. 20). Die sich anschlieBenden multiplen
Paarvergleiche zeigten, dass der Durchschnitt der Mikrovilli bei Triamcinolon signifikant
niedriger war gegentiber allen lbrigen Behandlungen (Paarvergleich nach Games-Howell, p <
0,05) (vgl. Tab. 6). Zwischen den anderen Medikamentengruppen liel sich kein signifikanter

Unterschied nachweisen (p > 0,05) (vgl. Tab. 6).

3.0
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Mikrovilli Durchschnitt
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Nulserie Balanced-Sat-  Tramcnolon® Lucertis® Avastin®
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Medikament

Abb. 20: Verteilung der Mikrovilli im Durchschnitt in Abhangigkeit von
der Medikation

Tab. 6: Statistischer Vergleich der Medikamente hinsichtlich der Bewertung der Mikrovilli im Durchschnitt

Mikrovilli Test Signifikanz (p-Wert)
Globaler Vergleich ANOVA p < 0,001
Paarvergleich Nullserie /BSS Games-Howell p=0,862
Paarvergleich Nullserie/Triamcinolon Games-Howell p < 0,001
Paarvergleich NuIIserie/Lucentis® Games-Howell p=0,473
Paarvergleich NuIIserie/Avastin® Games-Howell p=0,983
Paarvergleich BSS/Triamcinolon Games-Howell p =0,001
Paarvergleich BSS/Lucentis® Games-Howell p=0,961
Paarvergleich BSS/Avastin® Games-Howell p>0,999
Paarvergleich Triamcinolon/Lucentis® Games-Howell p =0,003
Paarvergleich Triamcinolon/Avastin® Games-Howell p =0,036
Paarvergleich Lucentis@’/Avastin® Games-Howell p =0,987
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Die verabreichten Medikamente unterschieden sich ebenfalls signifikant beziglich der

Durchschnitts bei der Bewertung der Zellgrenzen (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,001) (vgl. Tab. 7).

Die Vergleiche der einzelnen Medikamentengruppen untereinander zeigten wieder signifikant

niedrigere Durchschnitte in der Triamcinolon-Gruppe gegeniiber den anderen Behandlungen

(U-Test, p < 0,05) (vgl. Tab. 7). Auch hier lassen sich die beobachteten Unterschiede zwischen

den librigen Medikamenten nicht als signifikant nachweisen (p > 0,05). Die folgende Abbildung

veranschaulicht die Bewertung der Zellgrenzen in den einzelnen Medikamentengruppen im

Durchschnitt (vgl. Abb. 21).
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Abb. 21: Verteilung der Zellgrenzen im Durchschnitt in Abhdngigkeit von

der Medikation

Tab. 7: Statistischer Vergleich der Medikamente hinsichtlich der Bewertung der Zellgrenzen im Durchschnitt

Zellgrenzen Test Signifikanz (p-Wert)
Globaler Vergleich Kruskal-Wallis-Test p =0,001
Paarvergleich Nullserie/BSS U-Test p=0,123
Paarvergleich Nullserie/Triamcinolon U-Test p < 0,001
Paarvergleich NuIIserie/Lucentis® U-Test p =0,082
Paarvergleich NuIIserie/Avastin® U-Test p=0,165
Paarvergleich BSS/Triamcinolon U-Test p=0,031
Paarvergleich BSS/Lucentis® U-Test p=0,779
Paarvergleich BSS/Avastin® U-Test p=0,631
Paarvergleich Triamcinolon/Lucentis® U-Test p =0,002
Paarvergleich Triamcinolon/Avastin® U-Test p = 0,006
Paarvergleich Lucentis@’/Avastin® U-Test p=0,914
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3.3.3 Zelloberfldche

Auch hinsichtlich der Zelloberflache wurden dhnliche Ergebnisse ermittelt. Wieder zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den fiinf Medikamenten beziiglich der
durchschnittlichen Bewertung der Zelloberflache (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,001) (vgl. Tab. 8).
Es war deutlich erkennbar, dass die Triamcinolonbehandlung auch beziglich der
Zelloberflache die niedrigsten Werte hervorbringt (vgl. Abb. 22). Erneut zeigte sich im
Paarvergleich der Medikamente untereinander, dass sich Triamcinolon signifikant von allen
Ubrigen Medikamenten unterscheidet (U-Test, p<0,001) (vgl. Tab. 8). Wieder sind keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gbrigen Gruppen nachweisbar (p > 0,05) (vgl. Tab. 8).
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Abb. 22: Verteilung der Zelloberflache im Durchschnitt in Abhangigkeit von
der Medikation

Tab. 8: Statistischer Vergleich der Medikamente hinsichtlich der Bewertung der Zelloberflache im Durchschnitt

Zelloberflache Test Signifikanz (p-Wert)
Globaler Vergleich Kruskal-Wallis-Test p <0,001
Paarvergleich Nullserie/BSS U-Test p=0,353
Paarvergleich Nullserie/Triamcinolon U-Test p < 0,001
Paarvergleich NuIIserie/Lucentis® U-Test p=0,248
Paarvergleich NuIIserie/Avastin® U-Test p=0,436
Paarvergleich BSS/Triamcinolon U-Test p =0,003
Paarvergleich BSS/Lucentis® U-Test p =0,846
Paarvergleich BSS/Avastin® U-Test p=0,912
Paarvergleich Triamcinolon/Lucentis® U-Test p < 0,001
Paarvergleich Triamcinolon/Avastin® U-Test p = 0,004
Paarvergleich Lucentis@’/Avastin® U-Test p=0,619
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3.3.4 Zellmuster

Die Bewertung des Zellmusters verhielt sich dhnlich wie die vorangegangenen Zellkriterien. Es
zeigte sich zunachst ein Unterschied global zwischen allen Medikamentengruppen (Kruskal-
Wallis-Test, p = 0,001) (vgl. Tab. 9) und auch die Post-HOC-Paarvergleiche brachten hervor,
dass die Behandlung der Hornhdute mit Triamcinolon signifikant niedrigere durchschnittliche
Punktzahlen bei der Bewertung des Zellmusters erreichten als die {ibrigen hier untersuchten
Medikamente (U-Test, p < 0,001) (vgl. Tab. 9 und Abb. 23). Die Vergleiche der Ubrigen

Medikamenten erwiesen sich wiederum als nicht signifikant (p > 0,05) (vgl. Tab. 9).
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Abb. 23: Verteilung des Zellmusters im Durchschnitt in Abhdngigkeit von
der Medikation

Tab. 9: Statistischer Vergleich der Medikamente hinsichtlich der Bewertung des Zellmusters im Durchschnitt

Zellmuster Test Signifikanz (p-Wert)
Globaler Vergleich Kruskal-Wallis-Test p =0,001
Paarvergleich Nullserie/BSS U-Test p=0,796
Paarvergleich Nullserie/Triamcinolon U-Test p < 0,001
Paarvergleich NuIIserie/Lucentis® U-Test p=0,267
Paarvergleich NuIIserie/Avastin® U-Test p=0,631
Paarvergleich BSS/Triamcinolon U-Test p =0,002
Paarvergleich BSS/Lucentis® U-Test p=0,267
Paarvergleich BSS/Avastin® U-Test p=0,684
Paarvergleich Triamcinolon/Lucentis® U-Test p = 0,004
Paarvergleich Triamcinolon/Avastin® U-Test p =0,002
Paarvergleich Lucentis@’/Avastin® U-Test p=0,475
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3.3.5 Synopsis der Einzelkriterien

Der Vergleich der Behandlungen des Gesamtdurchschnitts der Zellkriterien brachte ebenfalls
einen signifikanten Unterschied, sowohl global (Varianzanalyse, p < 0,001) als auch in den
anschlieBenden Paarvergleichen hervor (vgl. Tab. 10). Triamcinolon verursachte signifikant
niedrigere Gesamtdurchschnitte in der Bewertung der Zellkriterien als alle anderen hier
untersuchten Medikamente (Scheffé-Test, p < 0,001), welche sich untereinander wieder nicht

signifikant unterscheiden (p > 0,05) (vgl. Tab. 10 und Abb. 24).
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Abb. 24: Verteilung der Auswertung aller Kriterien des Hornhautendothels
im Durchschnitt in Abhangigkeit von der Medikation

Tab. 10: Statistischer Vergleich der Medikamente hinsichtlich der Bewertung aller Kriterien im Durchschnitt

Gesamt Test Signifikanz (p-Wert)
Globaler Vergleich ANOVA p < 0,001
Paarvergleich Nullserie/BSS Scheffé-Prozedur p =0,930
Paarvergleich Nullserie/Triamcinolon Scheffé-Prozedur p <0,001
Paarvergleich NuIIserie/Lucentis® Scheffé-Prozedur p=0,692
Paarvergleich NuIIserie/Avastin® Scheffé-Prozedur p=0,953
Paarvergleich BSS/Triamcinolon Scheffé-Prozedur p = 0,005
Paarvergleich BSS/Lucentis® Scheffé-Prozedur p =0,996
Paarvergleich BSS/Avastin® Scheffé-Prozedur p>0,999
Paarvergleich Triamcinolon/Lucentis® Scheffé-Prozedur p =0,002
Paarvergleich Triamcinolon/Avastin® Scheffé-Prozedur p = 0,004
Paarvergleich Lucentis@’/Avastin® Scheffé-Prozedur p =0,990
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3.3.6 Einwirkdauer der Medikamente

Die Einwirkzeit war mit einer Dauer von ca. 90 Minuten bei allen Medikamentengruppen
nahezu gleich und wich bei den einzelnen Proben nur geringfiigig von diesem Wert ab (vgl.
Abb. 25). Bei der Beurteilung des Einflusses der Einwirkdauer einer Substanz auf das
Hornhautendothel konnte daher von einer konstanten GroRe bei allen Praparaten
ausgegangen werden. Ausgenommen von dieser Untersuchung war die Nullserie, da diese als

Vergleichsserie diente und hier keine Injektion in die Vorderkammer erfolgt war.

Medikament
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Abb. 25: Haufigkeitsverteilung der Einwirkdauer der untersuchten Préaparate
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4 Diskussion

4.1 Methodenkritische Bewertung

4.1.1 Eignung des Schweineauges als Versuchsmodell

Im Rahmen von experimentellen Untersuchungen des Hornhautendothels ist das
Schweineauge als Versuchsmodell etabliert. Dies ist meist durch die Ahnlichkeit zu humanen
Hornhduten beziglich histologischer und physiologischer Eigenschaften begriindet. Zum einen
ist das Stroma sowohl bei der menschlichen als auch bei der porkinen Hornhaut grofRtenteils
aus dem Strukturprotein Kollagen Typ | aufgebaut [56]. Zum anderen weist die innerste
Hornhautschicht von Schweinen eine vergleichbare Fahigkeit der Regeneration auf wie das
Endothel der menschlichen Cornea. Auch hier finden sich nur einzelne Mitosen [25]. Weiterhin
durchlauft das Schweineauge eine dhnliche embryologische Entwicklung wie das humane
Auge. Fir die Verwendung von Schweineaugen als Versuchsmodell liegt auBerdem, aufgrund
der regelmaRig durchgefihrten Schlachtungen, eine hohe und preiswerte Verfiigbarkeit an
Untersuchungsobjekten vor.

Es gibt jedoch auch Unterschiede zwischen dem eingesetzten Untersuchungsmodell und der
Hornhaut des Menschen, welche bei der Versuchsdurchfiihrung und der Ubertragung der
Versuchsergebnisse auf humane Corneae zu beriicksichtigen sind. Die Hornhaut der Schweine
weist einen grofReren Hornhautdurchmesser auf (horizontal 14,09-16,61 mm, vertikal 12,04-
14,00 mm) als menschliche Hornhdute (horizontaler Durchmesser 11,5 mm, vertikaler
Durchmesser 10,5 mm) [29]. Beim Einsatz des in der Hornhautbank Gblichen Trepans mit 15
mm Durchmesser resultierte daher nur ein schmaler Sklerasaum. Weiterhin ist die porkine
Hornhaut mit 877,6-1013 um [56] nahezu doppelt so dick wie die des Menschen (520 um),
weshalb bei der Trepanation vermutlich ein etwas hoherer Druck auf die Hornhaut fir die
Durchtrennung dieser notwendig war, als bei humanem Gewebe. Dies kdnnte infolge des
vermehrten Zuges auf das Endothel eine zuséatzliche Belastung fiir diese Zellschicht zur Folge
haben. Das Fehlen der Bowmann-Lamelle beim Schwein [56] stellt zwar einen weiteren
Unterschied in der Morphologie dar, war jedoch fiir die Untersuchung des Hornhautendothels
in dieser Studie nicht bedeutsam.

Insgesamt stellt das Schweineauge aufgrund seiner anatomischen und biologischen Nahe zum
menschlichen Auge ein geeignetes Versuchsobjekt dar.
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4.1.2 Bewertung des Versuchsaufbaus

Einen wesentlichen Einfluss auf die Reproduzierbarkeit der Proben hatte die einheitliche
Vorgehensweise der Injektion. Hier war es wichtig, nach der Parazentese die Injektionskaniile
um 180° zu drehen, um im Injektionsbereich einen direkten Kontakt des Endothels mit
hoheren Medikamentenkonzentrationen zu vermeiden und an allen Arealen des
Hornhautendothels eine annahrend gleichhohe Ausgangskonzentration der Substanzen zu
ermoglichen.

Jede Versuchsreihe beinhaltete 10 Proben. Bei guter Verfligbarkeit von Triamcinolon und
Bevacizumab wurden die Serien wiederholt, um die Reproduzierbarkeit zu priifen. Die Anzahl
der Proben betrug daher fiir diese beiden Substanzen insgesamt N = 20. Dies fand bei der
statistischen Auswertung Berlcksichtigung.

Um ein Voranschreiten postmortaler und lagerungsbedingter Verdnderungen zu reduzieren
[121] wurden die Schweinebulbi in dem Zeitraum von der Enukleation bis zur Injektion der
Testsubstanzen in einer Kihlbox bei +4 °C aufbewahrt. Die Lagerung der Proben erfolgte fur
90 Minuten in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur, da so eine Schadigung der
endothelialen Strukturen in der Einwirkzeit verringert werden kann [121].

Da wahrend der Prédparation die Hornhautscheiben zur Entfernung makroskopisch sichtbarer
Anheftungen von Irispigmentpartikeln an der Endothelseite mit 0,9 % Natrium-Chlorid-Losung
gespllt wurden, konnten durch den Spilvorgang Schmutzpartikel auf das Hornhautendothel
gelangen, welche in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen als amorphe
Auflagerungen imponierten. Jedoch erfolgten die Versuche ausschlielRlich unter gleichen
Bedingungen und es fanden sich an allen Praparaten diese Verunreinigungen. Darliber hinaus
wiesen die Endothelbereiche mit diesen Auflagerungen keine wesentlichen morphologischen
Veranderungen auf, sodass sie fir die Beurteilung der Prdparate nach den vorgegebenen
Kriterien keine Relevanz hatten.

Auch im Rahmen des Fixier- und Trocknungsverfahrens fiir die Rasterelektronenmikroskopie
konnen morphologische Verdanderungen des Hornhautendothels auftreten. In einigen Studien
wurden unter der Fixation mit Glutaraldehyd [123] und bei der kritischen Punkttrocknung
[130] Schrumpfungen im Zelldurchmesser beschrieben. Diese Verdanderungen konnen die
Beurteilung der Praparate ebenfalls beeinflussen, was jedoch als systematischer Fehler fir alle

Praparate gilt.
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Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie ist es maoglich, eine groRe Flache des
Hornhautendothels zu erfassen und dabei Zellstrukturen wie Mikrovilli, Zellgrenzen,
Zelloberflachen und Regularitdt des Zellmusters zu beurteilen. Es kdnnen Aussagen Uber
morphologische Veranderungen durch toxische oder mechanische Einwirkungen getroffen
werden. Jedoch konnen aufgrund der Art der Aufbereitung der Proben fir die
Elektronenmikroskopie keine Veranderungen im weiteren Verlauf wie Zellregenerationen oder
die Zunahme von Schaden dargestellt werden, da durch die Einbringung in das Fixiermedium
die Praparate einen irreversiblen Zustand erreichen und die rasterelektronenmikroskopischen

Bilder somit Momentaufnahmen darstellen.

4.2 Interpretation der rasterelektronenmikroskopischen Befunde

Anliegen dieser Arbeit war es, den Einfluss von antiangiogenen Substanzen wie Ranibizumab
und Bevacizumab auf die sensibelste Schicht der Hornhaut, das Endothel, nach deren Eingabe
in die Vorderkammer mit Hilfe rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen zu untersuchen.
Hierbei wurden neben der Referenzgruppe (Hornhduten ohne Injektion) auch die haufig
intraoperativ in der Vorderkammer eingesetzte Spillosung Balanced Salt Solution und das in
der Regel meist in den Glaskorper injizierte Steroid Triamcinolon zur Gegeniberstellung mit
den VEGF-Inhibitoren herangezogen. Die Gesamtpunktzahl der Nullserie definierte den
Maximalwert fiir den Vergleich mit den anderen Substanzen. Hohere Werte konnten auch in
diesen Proben nicht vergeben werden, da hier postmortale, praparations-, fixier- und
trocknungsbedingte Verdanderungen der Ultrastrukturen meist nicht die Hochstpunktzahl ,12“
zulieRen [123, 130].

Bei der Gegeniberstellung der rasterelektronenmikroskopischen Bilder der Referenzgruppe
mit den Aufnahmen der mit Medikamenten versetzten Hornhaute zeigte sich, dass das
Endothel der Proben nach dem Einsatz von Balanced Salt Solution und den antiangiogenen
Substanzen in ihrer Morphologie vergleichbare Befunde wie die Prdparate der Nullserie
aufwiesen. Die Mikrovilli der Gruppen von Avastin® und Lucentis® waren, wie auch bei BSS und
den unbehandelten Corneae, noch zahlreich erhalten und wiesen allenfalls eine
unregelmalBige Verteilung oder eine leichte Variation in der GroRRe auf. Es wurde meist ein
Punktwert von ,2“ vergeben. Auch die Zelloberflichen der mit den VEGF-Inhibitoren
behandelten Praparate zeigten ein dhnliches Bild wie die der Vergleichsserie und der

Spillésung. Mit Ausnahme von geringen zentralen Verdnderungen fanden sich Gberwiegend
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glatte Membranoberflichen ohne Zellodem oder ausgepragte Zellschrumpfungs-
erscheinungen. Die Proben konnten hier haufig ebenfalls mit 2 Punkten bewertet werden. Bei
der Beurteilung der Zellgrenzen zeigten sich leichte Unterschiede. Hierbei waren die
Interdigitationen auf den rasterelektronenmikroskopischen Bildern der Nullserie und
Ranibizumab nur leicht aufgelockert und bei den Proben mit Balanced Salt Solution und
Avastin® etwas ausgepragter vergrobert. Folglich wurden fir die unbehandelten
Hornhautendothelien und die mit Lucentis® behandelten Praparate 2 Punkte und fiir die
Proben mit Balanced Salt Solution und Bevacizumab 1 Punktwert vergeben. Jedoch waren
auch bei den zuletzt aufgefiihrten Bildern die Grenzen noch gut erhalten. Bei 500facher
VergréBerung wurde in den vier verschiedenen Versuchsreihen meist ein homogenes
Zellmuster nachgewiesen, wobei die Proben der Nullserie und der balancierten Kochsalzlosung
weniger Polymorphien und Variationen in der ZellgroBe aufzeigten als die
Hornhautendothelien der beiden antiangiogenen Substanzen. Es konnte bei der
Vergleichsgruppe und der Spuillésung oft die Maximalpunktzahl erreicht werden. Die Praparate
der VEGF-Inhibitoren wurden mit 2 Punkten bewertet. Insgesamt waren in den meisten
Proben von Lucentis® und Avastin® die Ultrastrukturen gut erhalten und morphologisch mit den
Aufnahmen der Nullserie und Balanced Salt Solution vergleichbar. Uber dhnliche Ergebnisse
berichteten auch Park et al. in ihrer Studie. Bei dem Vergleich von intrakameral eingesetzter
balancierter Kochsalzlésung und Avastin® in Kaninchenaugen zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede bezliglich Endothelzellstrukturen wie Mikrovilli, Zellgrenzen und Zelldichte [86].
Die zuvor aufgefiihrten Hornhautendothelbefunde von Bevacizumab und Ranibizumab sind als
reversible Verdanderungen zu deuten, wie sie auch in rasterelektronenmikroskopischen Bildern
von Hagenah et al. nach 5 Tage langer Lagerung in ME-Medien mit Hydroxyethylstarke
beobachtet wurden [43]. In Ubertragung auf diese Studie kdnnten daher die diskreten
Verdanderungen an dem mit antiangiogenen Substanzen belasteten Hornhautendothel
ebenfalls temporar sein und sich in vivo im weiteren Verlauf wieder zuriickbilden.

Ein vollig anderes Bild boten die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen nach Eingabe
von Triamcinolonacetonid in die Vorderkammer. Im Vergleich zu den vorherigen
Versuchsreihen traten hier sehr ausgepragte Strukturverluste bis hin zum Totalverlust des
Zellverbandes auf. Die Zelloberflachen imponierten mit Zellschwellungen und mit Nekrosen
der Endothelzellen. Anstelle der fein verzahnten Zellgrenzen klafften breite Spalten zwischen

den einzelnen Zellen. Des Weiteren zeigte sich ein nahezu vollstandiger Verlust der Mikrovilli
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und auch die wabenférmige Anordnung des Zellmusters war kaum noch nachvollziehbar.
Diese ausgepragten morphologischen Verdanderungen scheinen den von Nartey et al.
beschriebenen mechanischen Lasionen am Hornhautendothel nach einem Iriskontakt
wahrend der Praparation sehr &hnlich [80]. Bei der direkten Gegeniiberstellung der
Versuchsreihen mit unbehandelten Hornhauten, Balanced Salt Solution, Bevacizumab und
Ranibizumab wurden die morphologischen Differenzen ebenfalls deutlich. Auch beim
Mehrfachvergleich in der statistischen Auswertung gab es zwischen der Nullserie, BSS und den
antiangiogenen Substanzen hinsichtlich der Beurteilungskriterien der elektronen-
mikroskopischen Bilder keinen signifikanten Unterschied, wohingegen sich im Vergleich von
Triamcinolon und mit der Referenzgruppe und den anderen Medikamenten ausgepragte
Unterschiede zeigten, welche signifikant waren.

Die Aufnahmen von insgesamt 5 Bildern innerhalb einer Hornhautprobe, von denen eine dem
Zentrum entsprach und sich vier weitere in der Peripherie befanden, erfolgten zur
einheitlichen Bewertung der gesamten Probenfliche. Da in verschiedenen Arealen des
Hornhautendothels topografische Variationen in ZellgréBe und Zellform auftreten konnen,
wurde sich fiir das vorliegende Regime der Fotodokumentation und Auszahlung entschieden.
Diese Verteilung wurde bereits von Doughty et al. an Endothelien von Kaninchenhornhauten

beschrieben [27].

4.3 Wertung der Ergebnisse

Die erhobenen Daten und die Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Befunde
erlauben Ruckschlisse auf die Toxizitat der untersuchten Medikamente fir das
Hornhautendothel. Ranibizumab und Bevacizumab hinterlassen am Endothel gut erhaltene
Ultrastrukturen, wobei die leichten morphologischen Veranderungen den Proben der Nullserie
und Balanced Salt Solution entsprechen. Daraus ergibt sich, dass beide Substanzen keine
toxische Wirkung auf das Endothel beim Einsatz in der Vorderkammer haben. Eine
intrakamerale Injektion von VEGF-Inhibitoren zur Reduktion von Irisneovaskularisationen
infolge eines Sekundarglaukoms wiirde demnach keine lokale Schadigung der Endothelzellen
der Hornhaut hervorrufen. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in anderen Studien nach der
Eingabe von Avastin® in den vorderen Augenabschnitt beobachtet. Bei einer Versuchsreihe von
Park et al. zeigten sich in vivo nach Injektionen von bis zu 2,4 mg/0,1 ml Bevacizumab in die

Vorderkammer von Kaninchenaugen am Hornhautendothel keine toxischen Verdnderungen
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im Sinne von Zelltod, anormalen Zellformationen, Blasenbildung oder Auflosung der
Zellgrenzen [86]. Es gab im Vergleich zur Injektion von Balanced Salt Solution keinen
signifikanten Unterschied in der Ausprdgung von Merkmalen wie Zelldichte, Hornhautdicke,
Zellgrenzen und Mikrovilli. Vergleichbare Resultate ergaben sich ebenfalls bei Shin et al. nach
einer der Gegeniberstellung des intrakameralen Einsatzes von 0,05 ml balancierter
Kochsalzlosung und einer Avastin*-Konzentration (1,25 mg/0,05 ml), wie sie auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde [107]. Die gute Vertraglichkeit des Endothels kdnnte
auch durch eine Resorption des Medikaments durch Gefalle im Bereich des vorderen
Augenabschnitts und einer daraus resultierenden Reduktion der zu Anfang injizierten Dosis
bedingt sein [7]. Nach Lockington et al. werden bei der Eingabe von Bevacizumab freie
Radikale freigesetzt, welche auch ein Risiko fiir eine endotheliale Schadigung darstellen
konnten [69]. Wéahrend der Injektion von Lucentis® entstehen dabei zwar ebenfalls Radikale,
jedoch liegt hier die Menge unterhalb des schadigenden Wirkungsbereichs [69]. Andere
Studien zeigten jedoch, dass auch beim Einsatz weitaus hoherer Konzentrationen (bis
5,0 mg/ml), der VEGF-Inhibitor Bevacizumab keinen zytotoxischen Effekt auf die
Hornhautinnenschicht hat [132]. AuRerdem hat eine Untersuchung der Toxizitat von Avastin®
auf kultivierte Hornhautendothelzellen ergeben, dass die hohe Dosierung von 5,0 mg/ml keine
toxische Wirkung auf die Zellen hat und ein Endothelschaden beim klinischen Einsatz in der
Vorderkammer nicht zu erwarten ist [75]. Bezlglich schadigender Auswirkungen auf das
Hornhautendothel nach intrakameraler Injektion von Ranibizumab liegen bisher keine
Ergebnisse vor. Es finden sich in der Literatur lediglich Angaben liber die gute Vertraglichkeit
bei intravitrealer Eingabe [89]. Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigt sich
jedoch auch hier, dass wie bei Bevacizumab die Injektion in die Vorderkammer keine
gravierenden Veranderungen am Endothel der Hornhaut hervorruft.

In den Bildern der mit Triamcinolonacetonid belasteten Hornhdute, waren deutliche Schaden
des Endothelzellverbandes zu erkennen. Die hier vorliegenden Destruktionen sind vermutlich
osmotisch bedingte Zerstérungen der Zellen, welche aufgrund der Galenik der kristallinen
Suspension entstanden sind. Bei keiner anderen Untersuchungsreihe waren vergleichbare
morphologische Veranderungen nachweisbar. Auch Chang et al. konnten in ihren Versuchen
nach intrakameraler Injektion von Triamcinolon (40 mg/ml) in Kaninchenaugen in vitro
strukturelle Schadigungen wie Zellschwellungen, Desorganisationen von Zellorganellen und

Auflésungen der Zellgrenzen feststellen [24]. Jedoch konnten diese beschriebenen
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Veranderungen nicht durch das Triamcinolonacetonid selbst, sondern auch durch das in der
Losung enthaltene Konservierungsmittel Benzylalkohol verursacht worden sein. Auch bei
einem direkten Vergleich scheint die Schadigung durch die konservierungsmittelhaltige
Triamcinolonacetonid-Lésung ausgepragter zu sein, als bei der Losung ohne
Konservierungsmittel [100]. Kleinere Mengen des intrakameral applizierten Steroids
(1 mg/0,1 ml) scheinen hingegen die Strukturen des vorderen Augenabschnitts nicht zu
beeintrdachtigen und darliberhinaus bei Kataraktoperationen mit Phacoemulsifikation
postoperativ Entziindungsreaktionen abzuschirmen [59]. Zu beachten bei der Einordnung
dieser Schaden ist, dass Triamcinolon in der Regel intravitreal zur Darstellung des Glaskorpers
bei schwierigen Vitrektomien eingesetzt wird und allenfalls sekundar, zum Beispiel
lagerungsbedingt und aufgrund einer Zonulafaserschwache oder bei aphaken Augen, aus dem
Glaskorperraum in die Vorderkammer gelangt [18]. Bei solch geringen Konzentrationen treten

meist keine toxischen Effekte am Endothel auf.

4.4 Kritische Einschatzung der Ergebnisse und Vergleich mit anderen Verfahren

4.4.1 Kritische Einschatzung der Ergebnisse

Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist zu berlicksichtigen, dass es neben den Medikamenten
auch weitere Komponenten gibt, welche das Hornhautendothel beeinflussen und somit auch
als Ursache cornealer Strukturveranderungen in Betracht gezogen werden missen. Es besteht
ein enger Zusammenhang zwischen endothelialen Destruktionen und der postmortalen Zeit
[61]. Mit der Verlangerung der Zeit zwischen Enukleation und Einbringung der Préparate in das
Fixiermedium schreiten auch die postmortalen Veranderungen am Hornhautendothel voran.
Obwohl in dieser Studie die postmortale Zeit bei den Praparaten teilweise zwischen 6 und 13
Stunden variierten, resultierten hinsichtlich der zeitlich bedingten Veranderung nur geringe
Abstufungen, die zu vernachlassigen waren.

Auch ist bekannt, dass durch die eingesetzten Fixier- und Trocknungsmethoden
Zellschrumpfungen entstehen [123, 130]. Da jedoch alle Prdparate nach dem gleichen
Verfahren aufbereitet wurden, waren diese Verdnderungen auch in den Vergleichsproben
nachweisbar.

Ebenfalls ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu berticksichtigen, dass es sich bei der

Triamcinolonacetonid Suspension um ein Gemisch aus 0,08 g Triamcinolonacetonid und 2 ml

52



Diskussion

0,9%iger Natrium-Chlorid-Losung handelt. Die Spullésung Balanced Salt Solution ist in ihrer
chemischen Zusammensetzung (pH-Wert 7,2; Osmolalitat 300 mOsm/kg) dem Kammerwasser
nachempfunden, welches einen pH-Wert von 7,38 und eine Osmolalitdt von 304 mOsm/kg
aufweist [13, 36]. Die physiologische 0,9%ige Natrium-Chlorid-Losung ist eine Splllésung,
welche in der Vergangenheit intraoperativ im vorderen Augenabschnitt eingesetzt wurde. Sie
ist jedoch hinsichtlich der Osmolalitdt (286 mOsm/kg) und des pH-Wertes (4,5-7,0) nicht so gut
auf das Kammerwasser abgestimmt wie die balancierte Kochsalzlosung [90, 133]. Daher
konnten die gravierenden Schadigungen der Hornhautendothelproben, wie sie bei den Proben
nach Triamcinoloninjektion gefunden wurden, auch osmotisch bedingt sein. Hinzu kommt,
dass nach Chang et al. das Konservierungsmittel der Triamcinolonacetonid Suspension eine

weitere Ursache fiir die ausgepragten Schaden an den Zellstrukturen sein konnte [24].

4.4.2 \Vergleich mit anderen Verfahren

Die Eingabe von VEGF-Inhibitoren beim Neovaskularisationsglaukom zur Behandlung der
Rubeosis iridis erfolgt im klinischen Gebrauch meist intravitreal, da zum einen die
antiangiogenen Substanzen auch zur Behandlung von Makuladdemen (iber diesen Weg
appliziert werden und zum anderen mit einer Injektion in den Glaskorperraum die
Medikamente in direkter Ndhe zum Bildungsort des VEGFs, dem retinalen Pigmentepithel,
wirken konnen. Die intrakamerale Injektion hingegen findet in der Klinik deutlich seltener
Anwendung, obgleich sie gegeniber der intravitrealen Medikamenteneingabe auch Vorteile
aufweist. Die Applikation in die Vorderkammer ist weniger invasiv als Injektionen in den
Glaskorperraum [7]. Daher ist das Risiko fir Hypersensibilitatsreaktionen infolge
intrakameraler Injektionen wesentlich geringer als bei intravitrealen Eingaben [132]. Darliber
hinaus kénnen bei Injektionen liber die Pars Plana Komplikationen wie choroidale Blutungen,
Endophthalmitiden, Ablationes retinae und sogar Risse im retinalen Pigmentepithel auftreten
[7, 86]. Bei Applikationen in die Vorderkammer sind solche Komplikationen duRBerst selten zu
erwarten. Auch das Blutungsrisiko wahrend des Eingriffs ist deutlich geringer, da hier die
Einfihrung der Injektionskaniile unter direkter Sicht tiber das avaskuldre Gewebe der Cornea
erfolgt [50]. Andererseits kdnnen jedoch ein vergroRertes Vorderkammervolumen nach der
Injektion, sowie kleine Traumata wéahrend der Eingabe des Medikaments die Ausbildung
sogenannter Riesenzellen am Hornhautendothel induzieren [86]. Daher sollte auch bei diesem

Eingriff stets der intraokulare Druck Giberwacht werden.
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Fir eine Injektion in das vordere Augensegment spricht weiterhin der schnelle
Wirkungseintritt durch die direkte Eingabe der antiangiogenen Substanzen in den Bereich der
Iris, welche das Zielgewebe zur Behandlung des rubeotischen Sekundarglaukoms darstellt [7].
Dies ermoglicht eine weitaus schnellere Senkung der lokalen VEGF-Konzentration als bei
intravitrealer Injektion und es erfolgt somit innerhalb weniger Wochen eine deutliche
Reduktion der Neovaskularisationen [68]. Aufgrund der effektiven Senkung der VEGF-
Konzentration, konnte im Vergleich zu Applikationen in den Glaskorper bei der intrakameralen
Injektion eine geringere Dosis eingesetzt werden [68]. Dem steht allerdings ein hoherer
Umsatz der Substanzen bei direkter Eingabe in die Vorderkammer gegeniiber. Die
intrakameral applizierten Medikamente werden schneller abgebaut und haben einen kiirzeren
Wirkungseffekt als solche, die in den Glaskorper injiziert werden [107, 129]. Daher ist
langerfristig der alleinige Einsatz von antiangiogenen Substanzen im vorderen Augenabschnitt
fiir eine wirksame Senkung des Augeninnendrucks nicht ausreichend und sollte durch andere
Verfahren wie die panretinale Laserkoagulation erganzt werden [68, 129]. Durch die
intravitreale Eingabe hingegen kann eine effektive Reduktion des intraokularen Drucks
erfolgen und es sind oft keine weiterflihrenden Behandlungen notwendig [68]. Da bei
Injektionen in den Glaskorperraum die antiangiogenen Substanzen in weitaus niedrigerer
Konzentration in die Vorderkammer gelangen, zeigen sich auch hier keinerlei toxische
Veranderungen am Hornhautendothel [14].

Der Einsatz von VEGF-Inhibitoren in der Vorderkammer zur Behandlung des
Neovaskularisationsglaukoms stellt auch fir Erkrankungen, bei denen eine intravitreale
Injektion nicht moglich ist, eine gute Therapieoption dar. So kénnen zum Beispiel nach
Brachytherapien bei Aderhautmelanomen intrakameral applizierte antiangiogene Substanzen
zur Behandlung von Neovaskularisationen mit exsudativer Ablatio eingesetzt werden.
Aufgrund der Netzhautablosung ware hier eine Eingabe in den Glaskorper keine sichere
Methode [122].

Bei der Gegeniiberstellung der auch in der vorliegenden Studie genutzten Injektion von VEGF-
Inhibitoren in die Vorderkammer und der in der Klinik haufig angewandten Applikation dieser
in den Glaskorper zeigt sich, dass die Eingabe von Ranibizumab und Bevacizumab in das

vordere Augensegment durchaus Vorteile haben kann.
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4.5 Einsatz der intrakameralen Injektion von antiangiogenen Substanzen

Die Anwendung von antiangiogenen Substanzen wie Ranibizumab und Bevacizumab im
vorderen Augenabschnitt stellt eine gute Behandlungsoption fiir die Therapie des
rubeotischen Sekundarglaukoms dar. Bei der intrakameralen Injektion gelangt das
Medikament direkt an das Zielgewebe und kann dadurch sofort an diesen Strukturen wirken
[28]. Aufgrund dieses schnellen Wirkungseintritts konnen die Neovaskularisationen an der Iris
rasch und deutlich reduziert [68] und der intraokulare Druck gesenkt werden [129]. Da jedoch
bei alleiniger Injektion in die Vorderkammer oft nach kurzer Zeit erneute Druckanstiege
auftreten [129], sollte der intrakamerale Einsatz mit anderen Verfahren, wie der Ahmed-Valve-
Implantation [107] oder der panretinalen Laserkoagulation [129], kombiniert werden.
Darliberhinaus ist die Laserbehandlung der Netzhaut haufig erst nach einer Vorbehandlung
des vorderen Augenabschnitts moglich, da aufgrund des druckbedingten Hornhautédems der
Einblick oft reduziert ist [129]. Hier stellt die intrakamerale Injektion aufgrund ihrer schnellen
Wirkung eine gute additive Therapieoption dar. Nicht selten liegt neben dem rubeotischen
Sekundarglaukom eine dichte Katarakt vor, die eine kontrollierte intravitreale Eingabe
antiangiogener Substanzen gar nicht moglich macht, sodass eine ,blinde” Injektion erfolgen
miusste. Hier stellt die Applikation in die Vorderkammer eine Alternative dar. Nach
Rickbildung ist dann die Kataraktoperation moglich. Es resultiert oft ein besserer
Funduseinblick, der dann die Laserbehandlung der Netzhaut als Therapie mit nachhaltigem
Erfolg moglich macht. Weiterhin ist die Eingabe von Medikamenten in die Vorderkammer ein
einfaches und minimal invasives Verfahren [28] und es kdnnen geringere Dosen der VEGF-
Inhibitoren verwendet werden als bei anderen Applikationsformen [68]. Auch zur Behandlung
von Irisneovaskularisationen bei Kontraindikationen fir eine intravitreale Injektion, kann auf
den direkten Einsatz von Substanzen in der Vorderkammer zuriickgegriffen werden [122].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie und anderer Versuchsreihen zeigen, dass bei der
Eingabe von Lucentis® und Avastin® in das vordere Augensegment keine toxisch bedingten
Verdanderungen am Hornhautendothel auftreten und diese Darreichungsform von den

cornealen Strukturen gut vertragen wird [68, 107].
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Diskussion

4.6 Schlussfolgerungen und Ausblicke

Zur Behandlung von Neovaskularisationen im vorderen Augensegment sind die
antiangiogenen Substanzen Lucentis® und Avastin® sehr potent. In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass beide Medikamente bei der Eingabe in die Vorderkammer keine
toxischen Verdanderungen am Hornhautendothel bewirken und im Hinblick auf die Protektion
der innersten Zellschicht der Hornhaut bei der Injektion dieser VEGF-Hemmer in den vorderen
Augenabschnitt kein erhohtes Risiko fiir eine Schadigung vorliegt. Anhand der intrakameralen
Eingabe des Steroides Triamcinolon konnte in dieser Studie verdeutlicht werden, wie sensibel
das corneale Endothel auf einen direkten Kontakt mit einem Medikament reagieren kann und
welche ausgepragten irreversible Veranderungen in der endothelialen Ultrastruktur daraus
resultieren.

Mit der intrakameralen Injektion von Ranibizumab und Bevacizumab bietet sich die
Moglichkeit, beim rubeotischen Sekundarglaukom eine schnelle antiangiogene Wirkung der
Substanzen durch den direkten Kontakt mit dem Zielgewebe zu erreichen. Es ist ein Verfahren,
welches aufgrund seiner geringen Invasivitat weniger unerwiinschte Wirkungen hervorruft als
die intravitreale Injektion der VEGF-Hemmer. Jedoch sollte aufgrund des schnellen Abbaus der
Medikamente in der Vorderkammer fiir eine langerfristige Senkung des Augeninnendrucks
eine additive Behandlung mit anderen Verfahren, wie der panretinalen Laserkoagulation,
erfolgen. Bedeutung hat die intrakamerale Injektion auch fir Erkrankungen, bei denen eine
intravitreale Eingabe aufgrund des erhohten Risikos weiterer Komplikationen kontraindiziert
ist. Hier stellt der Einsatz in der Vorderkammer ebenfalls eine gute Behandlungsalternative
dar.

Um den Einsatz von antiangiogenen Substanzen im vorderen Augenabschnitt fur den
klinischen Gebrauch zu etablieren, sind jedoch insbesondere bei Lucentis® weitere
Untersuchungen notwendig, welche den fehlenden toxischen Einfluss auf humane
Hornhautendothelzellen bei der Eingabe in die Vorderkammer bestatigen. Darliber hinaus
sollten zusatzlich klinische Studien zur Anpassung einer adaquaten Kombinationstherapie aus
intrakameraler Applikation von VEGF-Hemmern und einer kausalen Therapie der

Neovaskularisation erfolgen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Eingabe von VEGF-Inhibitoren in das Auge zur Behandlung von Neovaskularisationen stellt
heute die Therapie der Wahl bei altersabhangiger Makuladegeneration dar und wird auch bei
anderen Erkrankungen der Netzhaut, die mit pathologischer GefaBneubildungen einhergehen,
eingesetzt. Hierbei erfolgt die Injektion der antiangiogenen Substanzen in den
Glaskorperraum. Beim rubeotischen Sekundarglaukom bilden sich die Neovaskularisationen an
der Irisvorderflaiche und behindern bei Progredienz den Abfluss des Kammerwassers in den
Kammerwinkel. Daraus resultiert eine Erhohung des Augeninnendrucks. Hier ist der Einsatz
von VEGF-Hemmern eine wirkungsvolle Therapie. Neben der intravitrealen Injektion stellt die
Eingabe der Substanzen in die Vorderkammer ebenfalls eine gute Option dar.

Anliegen dieser Arbeit war es, den Einfluss von Ranibizumab und Bevacizumab auf das
Hornhautendothel von Schweineaugen nach deren Injektion in die Vorderkammer zu
untersuchen.

Hierbei wurden an jeweils 10 enukleierten Schweineaugen pro Versuchsreihe die
antiangiogenen Substanzen Lucentis® und Avastin® sowie Balanced-Salt-Solution und
Triamcinolon in die Vorderkammer injiziert. Die Eingabe der Medikamente erfolgte in den
gleichen Konzentrationen wie sie auch intravitreal eingesetzt werden. Nach einer festgelegten
Lagerungszeit, welche dem Zeitraum einer vollstandigen Erneuerung des Kammerwassers im
Vorderabschnitt entspricht, wurden die Hornhautscheiben prapariert und anschlieBend fiir die
rasterelektronenmikroskopische  Untersuchung  aufbereitet. Zur  Beurteilung der
rasterelektronenmikroskopischen Bilder wurden die Ultrastrukturen Mikrovilli, Zellgrenzen,
Zelloberflache und Zellmuster nach einem determinierten Score bewertet und anschlieBend
statistisch sowohl mit den unbehandelten Hornhauten als auch untereinander verglichen.

Bei den Endothelien der mit Ranibizumab und Bevacizumab belasteten Corneae traten nur
leichte Veranderungen der Strukturen auf, welche sich in dhnlicher Auspragung auch bei den
unbehandelten und den mit BSS versetzten Hornhduten fanden und auch reversibel sein
konnten. Das Endothel der Hornhdute mit intrakameraler Injektion von Triamcinolon zeigte
deutliche Strukturverluste, welche auf eine irreversible Schadigung der Zellen schlieRen lassen.
Diese konnten auch durch das in der Suspensionslosung enthaltene Konservierungsmittel

bedingt sein.
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Zusammenfassung

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von
antiangiogenen Substanzen in der Vorderkammer keine schddigende Wirkung auf das
Hornhautendothel hat und eine Option zur Therapie des Neovaskularisationsglaukoms
darstellt. Dennoch bedarf es weiterer Studien, um irreversible Schaden am menschlichen
Hornhautendothel auszuschlieBen. Die intrakamerale Eingabe von Triamcinolon hingegen
flihrt zur einer deutlichen Destruktion der Endothelzellen und stellt somit bei einer Applikation

in das vordere Augensegment ein erhohtes Risiko fiir die innere Hornhautschicht dar.
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Anlagen

Anlagen

Tab. 11: Deskriptive Statistiken, Mikrovilli

Perzentil
Mikrovilli N | Mittelwert a::::::':r;g Min Max ”5. 50. 75
(Median)
Nullserie 10 1,7 0,3 1,0 2,2 1,6 1,8 2,0
Balanced-Salt-Solution 10 1,6 0,3 1,0 2,0 1,4 1,6 1,9
Triamcinolon 20 0,8 0,7 0,0 2,6 0,4 0,7 1,2
Lucentis~ 20 1,5 0,4 0,8 2,2 1,2 1,5 1,8
Avastin” 10 1,6 0,6 0,8 2,6 1,2 1,4 2,2
Tab. 12: Deskriptive Statistiken, Zellgrenzen
Perzentil
Zellgrenzen N | Mittelwert a::::::':r;g Min Max ”5. 50. 75,
(Median)
Nullserie 10 1,9 0,4 1,2 2,4 1,6 2,0 2,2
Balanced-Salt-Solution 10 1,4 0,7 0,4 2,6 0,8 1,3 2,1
Triamcinolon 20 0,8 0,7 0,0 2,6 0,1 0,7 1,2
Lucentis~ 20 1,5 0,6 0,8 2,4 1,0 1,7 2,0
Avastin” 10 1,6 0,7 0,6 3,0 1,0 1,6 2,0
Tab. 13: Deskriptive Statistiken, Zelloberflache
Perzentil
Zelloberfldche N | Mittelwert a::::::':r;g Min Max ”5. 50. 75
(Median)
Nullserie 10 2,1 0,5 1,2 3,0 1,8 2,0 2,5
Balanced-Salt-Solution 10 1,8 0,6 0,6 2,6 1,4 1,7 2,5
Triamcinolon 20 0,9 0,7 0,0 2,2 0,2 0,9 1,4
Lucentis~ 20 1,8 0,6 0,6 2,8 1,5 1,8 2,2
Avastin” 10 1,8 0,6 0,8 2,4 1,6 2,0 2,2
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Tab. 14: Deskriptive Statistiken, Zellmuster

Anlagen

Perzentil
Zellmuster N | Mittelwert a::::::':r;g Min Max ”5. 50. 75,
(Median)
Nullserie 10 1,9 0,5 1,0 2,6 1,7 2,1 2,3
Balanced-Salt-Solution 10 1,9 0,8 0,6 2,8 1,2 2,1 2,7
Triamcinolon 20 0,8 0,9 0,0 3,0 0,0 0,5 1,3
Lucentis~ 20 1,6 0,8 0,0 2,8 1,1 1,6 2,4
Avastin” 10 1,8 0,7 0,8 3,0 1,2 1,9 2,4
Tab. 15: Deskriptive Statistiken, Gesamtdurchschnitt
Perzentil
Gesamt N | Mittelwert a::::::':r;g Min Max ”5. 50. 75
(Median)
Nullserie 10 7,7 1,5 5,0 9,8 6,3 8,1 8,5
Balanced-Salt-Solution 10 6,8 1,5 4,6 9,0 5,6 6,6 8,1
Triamcinolon 20 3,3 2,8 0,0 10,4 0,7 2,8 5,2
Lucentis~ 20 6,4 2,1 2,6 9,2 4,9 6,9 8,3
Avastin” 10 6,9 2,3 3,2 10,4 4,7 6,9 8,6
Tab. 16: Deskriptive Statistiken, Einwirkdauer der Medikamente
Perzentil
Einwirkdauer N | Mittelwert a::::::':r;g Min Max ”5. 50. 75,
(Median)
Nullserie 10 0 0 0 0 0 0 0
Balanced-Salt-Solution | 10 91,50 2,506 85 94 91,00 92,00 93,00
Triamcinolon 20 91,35 1,725 90 96 90,00 90,50 92,75
Lucentis~ 20 90,70 2,993 82 95 90,00 90.00 93,00
Avastin” 10 90,00 0 90 90 90,00 90,00 90,00
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Thesen

1. Die Therapie des Neovaskularisationsglaukoms durch Eingriffe wie panretinale
Laserkoagulationen, Netzhautkryokoagulationen, Zyklokryotherapie oder filtrierende
Operationen kann sich besonders bei ausgepragter Rubeosis iridis und reduziertem

Funduseinblick schwierig gestalten.

2. Die Behandlung mit den antiangiogenen Substanzen Ranibizumab (Lucentis®) und
Bevacizumab (Avastin®) ist zur Anwendung bei Neovaskularisationen an der Netzhaut
durch fiir die Inhibition des VEGF bereits etabliert. Sie stellt beim Einsatz am vorderen

Augensegment neben der kausalen Therapie eine zusatzliche Behandlungsoption dar.

3. Durch die Injektion der VEGF-Inhibitoren in die Vorderkammer steht das
Hornhautendothel, welches die sensibelste Schicht der Cornea darstellt, im direkten
Kontakt mit den antiangiogenen Substanzen. Daraus konnte eine Beeinflussung des

Endothels resultieren.

4. Die Medikamente Ranibizumab (Lucentis®) (0,5 mg/0,05 ml) und Bevacizumab
(Avastin®) (1,25 mg/0,05 ml) wurden in die Vorderkammer von enukleierten
Schweineaugen injiziert, um den Einfluss dieser Substanzen auf das Hornhautendothel
zu untersuchen. Als Vergleichsserie dienten zum einen unbehandelte Hornhdute und
zum anderen Hornhautproben, welche mit Balanced Salt Solution (BSS) und dem

Steroid Triamcinolonacetonid (2 mg/0,05 ml) konfrontiert wurden.

5. Anhand rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen erfolgte die Beurteilung des
Hornhautendothels nach einem etablierten Score. Dieser enthdlt die Kriterien

Mikrovilli, Zellgrenzen, Zelloberflache und Zellmuster.

6. Die Ultrastrukturen des Endothels der mit Ranibizumab (Lucentis®) und Bevacizumab
(Avastin®) belasteten Hornhaute wiesen nur geringfiigige Verdnderungen auf, welche in
ihrer Auspragung den morphologischen Bildern unbehandelter und mit Balanced Salt
Solution versetzter Hornhautproben entsprachen. Es zeigte sich beim Vergleich dieser

Versuchsreihen untereinander kein signifikanter Unterschied. In der Versuchsreihe der
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Thesen

mit Triamcinolonacetonid belasteten Hornhdute traten deutliche Schadigungen der
Endothelstrukturen auf, welche im Vergleich mit den anderen Versuchsreihen
signifikant waren. Diese konnen durch das in der Losung enthaltene
Konservierungsmittel oder auch im Rahmen einer osmotischen Zerstérung der

Zellstrukturen bedingt durch die Galenik des Medikamentes entstanden sein.

Aus den Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass die VEGF-Hemmern Ranibizumab
(Lucentis®) (0,5 mg/0,05 ml) und Bevacizumab (Avastin®) (1,25 mg/0,05 ml) bei der
Eingabe in die Vorderkammer keinen toxischen Einfluss auf das Hornhautendothel
haben und zur Behandlung des rubeotischen Sekundarglaukoms im vorderen
Augenabschnitt eingesetzt werden konnen. Eine Injektion von Triamcinolonacetonid
(2 mg/0,05 ml) in das vordere Augensegment filhrt am Endothel der Hornhaut zu
deutlichen Strukturverlusten und ist in dieser Konzentration fur den direkten Einsatz in

der Vorderkammer ungeeignet.

Die intrakamerale Injektion von Ranibizumab (Lucentis®) und Bevacizumab (Avastin®)
bietet aufgrund der raschen antiangiogenen Wirkung am Zielgewebe eine gute
Behandlungsalternative. Sie sollte jedoch aufgrund des hohen Metabolismus der
Medikamente in der Vorderkammer additiv zur kausalen Therapie erfolgen, um eine

kontinuierliche intraokulare Drucksenkung zu gewahrleisten.

Im Vergleich zur intravitrealen Injektion stellt die Eingabe von Substanzen in die
Vorderkammer ein Verfahren dar, welches aufgrund der direkten Sicht auf den
Injektionsbereich mit einem geringeren Risiko fir das Auftreten von Komplikationen
infolge der Injektion einhergeht. Dariberhinaus kann die intrakamerale Injektion bei
Ausgangssituationen mit einer Kontraindikation fiir die intravitreale Eingabe

Anwendung finden.

Zur Etablierung der intrakameralen Injektion antiangiogener Substanzen als Therapie

des Neovaskularisationsglaukoms sind klinische Studien notwendig.
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