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In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Antisense-Oligonukleotiden (ASON) gegen
TNF-alpha, IL-2 und IFN-gamma mRNA auf den Verlauf der experimentellen herpetischen
stromalen Keratitis (HSK) untersucht.

Bei in vitro Versuchen mit FITC-markierten ASON getestet stellte sich heraus, dass sie von
Milz- und Lymphknotenzellen gut aufgenommen wurden und mindestens 3 Tage lang
nachweisbar waren. Die Zytokinexpression konnte durch die ASON in vitro
konzentrationsabh&ngig gemindert werden. Die biologische Aktivitat im Zellkulturiiberstand
nahm entsprechend ab. Dagegen blieben Kontroll-Oligonukleotide (KON) und Puffer ohne
Einfluss auf die Synthese der jeweiligen Zytokine.

In der Hornhaut konnten die ASON mindestens 10 Tage nach einmaliger subepithelialer
Gabe nachgewiesen werden. Ungebundenes FITC war wenige Tage nach subepithelialer
Injektion nicht mehr zu detektieren. Die dreimalige topische Applikation von ASON wurde als
erfolgreiches Behandlungsschema etabliert. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen Ausbruch der
HSK konnte dadurch von 56 - 67 % auf O - 12 % gesenkt werden. Die Blepharitis fiel
teilweise ebenfalls leichter aus und heilte friiher ab, Verlauf und Schwere der epithelialen
Keratitis wurden nicht beeinflusst. Eine Behandlung mit Puffer verdnderte die Werte fur
Schwere und Inzidenz der HSK kaum, die subepitheliale Behandlung alleine hatte also
keinen Einfluss auf die Erkrankung. Mit KON behandelte Tiere entwickelten je nach Sequenz
prozentual oder vom Schweregrad her eine weniger starke Erkrankung unbehandelte
Méuse. Teilweise war auch der Ausbruch retardiert. Diese Befunde deuten auf
sequenzspezifische Nebenwirkungen der KON und sequenzunspezifische Wirkungen von
phosphorothioierten Oligonukleotiden nach subepithelialer Injektion im HSK-Modell hin.

Die histologischen Parameter verliefen parallel zu den klinischen Bewertungen, die Anzahl
an eingewanderten Entziindungszellen in der zentralen und peripheren Hornhaut war nach
einer lokalen ASON-Behandlung deutlich vermindert. Die ASON-Behandlung reduzierte den
kornealen Gehalt des jeweiligen Zielzytokins. Der Virsutiter im infizierten Auge wurde durch
die topische Gabe von ASON nicht beeinflusst. Die aktiven Formen von MMP-2, -8 und -9
und die Proformen von MMP-8 und -9 waren in Hornhautproben von TNF-alpha-ASON
behandelten Mausen im Vergleich zu den Proben der Kontrollgruppen deutlich reduziert.
Dabei korrelierten die Ergebnisse der Aktivitditsmessungen mit den Proteinmengen.

Die regional begrenzte Behandlung mit ASON, KON oder Puffer veranderte die untersuchten
Parameter der systemischen Immunantwort wie die Hautreaktion vom verzogerten Typ, die
Proliferation von Milz- und Lymphknotenzellen und die Virus-neutralisierenden Antikdrpertiter
im Serum nicht. Die hier erstmalig beschriebene topische ASON-Behandlung der Hornhaut
moduliert den Verlauf der HSK ohne Beeintrachtigung der systemischen Effektorfunktionen

des Immunsystems.



