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Ausführlicher Bericht zum VIP+ - Projekt AntifibrotiX (03VP06230) 
 

● Ursprüngliche Aufgabenstellung sowie der Stand der Forschung und 
Technik zu Beginn 

Das Glaukom („grüner Star“) ist eine in der alternden Bevölkerung weit verbreitete 
Erkrankung mit einem nicht gestillten Bedarf für effektive und nebenwirkungsarme 
Therapien. Beim Glaukom führt ein erhöhter Augeninnendruck zu einer irreversiblen 
Schädigung des Sehnervs, die bis zur Erblindung fortschreiten kann. Die 
Glaukomchirurgie schafft einen künstlichen Abfluss für das Kammerwasser. 
Überschießende Wundheilungsprozesse führen jedoch zu einem Verschluss der 
chirurgisch geschaffenen Abflusswege. Antifibrotika verhindern diese Vernarbung 
(Fibrose) und gewährleisten erst so einen dauerhaft erfolgreichen Abfluss. Der Markt 
zur antifibrotischen Behandlung nach Glaukomoperation wird derzeit durch Zellgifte 
aus der Krebstherapie, insbesondere Mitomycin C und 5-Fluorouracil, dominiert. Diese 
führen zu ernsten Gewebeschäden, u.a. zur Avaskularität. Ein nebenwirkungsarmes 
Antifibrotikum ist daher eine deutliche Innovation. 

In Vorarbeiten zu AntifibrotiX haben wir eine Bioinformatik-Technologieplattform auf 
der Basis von Genexpressionsdaten entwickelt, mit der sich bekannte Wirkstoffe 
repositionieren, d.h. für eine neue Indikation erschließen lassen. Wir haben einen 
Zellkultur-basierten Assay als 2. Technologieplattform entwickelt, mit dem sich 
Repositioning-Kandidaten für Antifibrotika für das Auge in vitro testen lassen. Unser 
spezifisches Ziel war daher die Entwicklung neuer Antifibrotika mit dem Schwerpunkt 
Glaukomchirurgie. Unser erfolgversprechender Wirkstoffkandidat für die beantragte 
präklinische Entwicklung ist ein zugelassener antibakterieller Wirkstoff (Josamycin), 
dessen antifibrotische Eigenschaften wir experimentell in vitro nachweisen konnten 
(Patentanmeldung 7/2017), und welcher auch keine Gewebeschäden im 
toxikologischen Test zeigt. Den Wirkstoff haben wir unter fast 1000 Wirkstoffen 
bioinformatisch identifiziert. 

Ziel des vorliegenden VIP+ - Vorhabens war (1) der Ausbau der in vitro-Testung zur 
Stärkung der Schutzrechtsposition, (2) die Entwicklung einer geeigneten 
Darreichungsform, (3) die Validierung im Kaninchen, dem etablierten Tiermodell für 
Glaukomoperationen, (4) die Vorbereitung der klinischen Studien und (5) der Aufbau 
eines Portfolios weiterer Kandidaten für Antifibrotika, insbesondere für den sog. 
Nachstar und für fibrotische retinale Augenerkrankungen. Dazu sollte ein bekannter 
Wirkstoff (JM) für eine „Orphan-Drug“-Vorzugsindikation repositioniert werden, 
wodurch die pharmazeutische Entwicklung verhältnismäßig zügig realisierbar ist. 
Weiterhin sollten als Vorbereitung der Begleitforschung zur präklinischen Studie und 
zum besseren Verständnis des Wirkmechanismus für Gewebeproben aus den 
operierten Tieren der Zellkultur-basierte Assay optimiert werden und 
Genexpressionsdaten zur molekularen Beschreibung des Wirkstoffeffekts erhoben 
werden, um entsprechende Biomarker zu identifizieren. Weiterhin war die Entwicklung 
einer patientenverträglichen Darreichungsform ein Ziel des Vorhabens. 
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● Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angeknüpft wurde 
 

Das Repositionieren mittels Genexpressionsdaten und Bioinformatik ist spätestens 
seit der Publikation der ConnectivityMap im Jahr 2006 ein aktives Forschungsgebiet. 
Eigene Vorarbeiten gestatteten durch eine geschickte Bewertung bereits bekannter 
Gen-Interaktionen die Integration dieser molekularen Mechanismen für die 
Vorhersage krankheitsrelevanter Gene (Ernst et al, Sci Rep, 2017). Gleichsam zeigten 
wir die Anwendbarkeit für die gezielte Selektion von Wirkstoffen. Neuere Werkzeuge 
wie geneXpharma und Cogena wurden in den jeweiligen Publikationen nur 
unsystematisch und mit wenigen Datensätzen evaluiert, während wir signifikant und 
systematisch besser sind als die Konkurrenzprodukte auf dem DisGeNet-
Datensatz (Ernst et al, Sci Rep, 2017). 

Unser Zellkulturmodell basiert auf primären okularen Fibroblasten-Subpopulationen, 
welche durch eine Stimulation mit dem Zytokin TGF𝛽 in einen fibrotischen Zustand 
transformiert werden können. Die Verwendung dieses primären Zellkulturmodells 
bietet gegenüber den oft genutzten Fibroblasten-Zelllinien den Vorteil, dass es einer 
in vivo Situation deutlich besser entspricht. Durch die TGF𝛽 induzierte Transformation 
der primären Fibroblasten-Subpopulationen zu Myofibroblasten ist eine Analyse der 
spezifischen okularen Gewebereaktion auf zellulärer Ebene möglich; dies ermöglicht 
die Überprüfung der spezifischen Effektivität von Antifibrotika. 

Für die Wirkstoffapplikation am Auge sind Mizellen, Hydrogele, Microsprays oder 
schlicht Augentropfen/-sprays mögliche Darreichungsformen. Wir konzentrierten uns 
zu Beginn auf Mizellen, mit Hydrogelen oder Augentropfen/-spray als Rückfall-
Option. Insbesondere Mizellen wurden erfolgreich getestet zur Formulierung von 
Cyclosporin bei Hornhauentzündung und trockenem Auge (Guo et al, Sci Rep 2015; 
Lallemand et al, Eur J, of Pharm and Biopharm 2017). Für die präklinische Entwicklung 
sind eine Wirkstoffverteilungsstudie (PK) und eine Wirksamkeitsstudie (PD) im Tier 
(Kaninchen) notwendig. Der Stand der Technik ist hier durch präklinische Arbeiten von 
Wettbewerbern (teils beschrieben in (Pfeiffer et al, PLoS One, 2017), (Schultheiss et 
al, Acta Ophthalmologica, 2017)) und den Zulassungsdokumenten zu ähnlichen 
Ansätzen dokumentiert. 

Die regelhafte, aber medizinisch unbefriedigende Behandlung der Fibrose nach 
Glaukomoperation besteht zurzeit in der Anwendung von Zellgiften (Zytostatika) wie 
Mitomycin C (MMC) und 5-Fluorouracil, weshalb Alternativen gesucht werden. 
Klinische Studien haben u.a. erfolglos VEGF-Antikörper erprobt (Khanna, Journal of 
Current Glaucoma Practice, 2012); versucht wurde auch die gezielte Inhibition von 
spezifisch für Fibrose verantwortlichen Signalproteinen wie TGFβ und von Integrinen 
(Pfeiffer et al, PLoS One, 2017), (Schultheiss et al, Acta Ophthalmologica, 2017). 
Klinische Erfolge mit Ziel der Marktzulassung der konkurrierenden Ansätze waren zu 
Beginn des Projektes und sind auch weiterhin nicht absehbar. Die Erfolglosigkeit der 
inzwischen Jahrzehnte andauernden Suche nach einem Ersatz für die Zellgifte kann 
auch daran liegen, dass Fibrose ein mehrschichtiger, komplexer Prozess ist, der 
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nicht durch die Modulation eines einzigen Zielgens bzw. Zielproteins unterdrückt 
werden kann. 

 
 

● Durchgeführte Arbeiten 
 

Das VIP+-Vorhaben AntifibrotiX „Präklinische Entwicklung eines Antifibrotikums zur 
Anwendung nach Glaukomoperation, inkl. Analyse des Wirkmechanismus mit Zellmodell, 
Next-Generation-Sequencing und Bioinformatik“ verfolgte die Ziele (1) des Ausbaus der in 
vitro-Testung zur Stärkung der Schutzrechtsposition, (2) die Entwicklung einer geeigneten 
Darreichungsform, (3) die Validierung im Kaninchen, dem etablierten Tiermodell für 
Glaukomoperationen, (4) die Vorbereitung der klinischen Studien und (5) der Aufbau eines 
Portfolios weiterer Kandidaten für Antifibrotika. Diese Entwicklungsansätze verfügten über 
eine hohe medizinische, wissenschaftliche und wirtschaftliche Relevanz. Unter anderem 
durch enge Verknüpfung der beteiligten Akteure und die Rekrutierung eines breit aufgestellten 
Beratungs-Teams wurde den Herausforderungen Rechnung getragen.  

Im Rahmen des Vorhabens konnten folgende Ergebnisse erzielt werden; eine noch 
ausführlichere Darstellung findet sich im Anhang. 

Koordination, Biostatistik und Bioinformatik. 
 

● Drei Kaninchenstudien wurden koordiniert und bei einem CRO (Anapath) 
durchgeführt; eine PK- und zwei PK/PD/PoC-Studien (“Phase 1” und “Phase 2”) und 
die phänotypischen Daten wurden mit unabhängiger externer biostatistischer Hilfe 
(Prof. Dr. Nicole Heussen, Aachen/Wien) auf Wirksamkeit und Toxizität von JM hin 
analysiert. 

● Basierend insbesondere auf Genexpressionsdaten wurden die Effekte von JM und 
Kitasamycin (KM, ein weiteres Makrolid, welches auch in unseren beiden 
Patentanmeldungen erwähnt wird) als antifibrotische Wirkstoffe analysiert. Es zeigte 
sich, dass JM und KM sehr ähnliche Auswirkungen auf Krankheitssignaturen der 
Fibrose haben. Zur Wirkweise der Makrolide haben wir insbesondere erhebliche 
Auswirkungen auf den Energiestoffwechsel der Zelle gefunden, mutmaßlich vermittelt 
über Kinase-Signalwege. Dies ist hochplausibel, da Makrolide die Ribosomen nicht 
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nur in Bakterien, sondern auch in eukaryotischen Zellen und deren Mitochondrien 
blockieren. Weiterhin wurde die antifibrotische Bedeutung der Effekte der Makrolide 
auf Fibronektin deutlich; diese ist von uns und anderen inzwischen vielfach 
herausgestellt worden. 

● Die Wirkung von JM auf das Gewebe am Auge in vivo wurde anhand von 
Genexpressionsdaten beschrieben. Dazu wurden Zeitreihen-Analysen zu 1, 3, 6, 12 
und 24 Stunden Einwirkzeit analysiert. Als wichtigste Gemeinsamkeit zwischen 
verschiedenen Ansätzen (Konzentrationen / Einwirkzeit / Spezies) wurde eine 
Beeinflussung des WNT-Signalweges herausgearbeitet. 

● Die vielversprechendsten Genetik-Daten betreffen das Gen HLA-C. Unsere 
Analysepipeline hat zu diesem und zu weiteren interessanten Genen Beschreibungen 
der Loci erstellt, die noch mit zusätzlich hinzugezogener humangenetischer Expertise 
aufbereitet und um in-vitro-Versuche ergänzt werden, um Wege für ein Responder-
Screening beim Einschluss von Humanstudien-Teilnehmern (“enriched trial”) 
aufzeigen zu können, zusätzlich zur Berechnung eines Fibrose-Propensity-Scores. 

● Technisch wurden die Analysen wie folgt durchgeführt. 
○ Eigene Software wurde insbesondere auch zur Analyse der Korrelation der 

Genexpression (WGCNA) geschrieben, publiziert und eingesetzt. 
○ Die pipeline “PIGx” des MDC (https://github.com/BIMSBbioinfo/pigx_rnaseq) 

zur Bestimmung und Vergleich von Gen-Expressionshöhen mit RNA-seq 
wurde mit Anpassungen/Verbesserungen in Rostock etabliert, und als Paket 
bei Debian+Ubuntu Linux veröffentlicht 
(https://tracker.debian.org/pkg/pigx-rnaseq). 

○ Auf Speicherplatz des Instituts und des High-Performance Compute Clusters 
der Uni Rostock werden redundant die Daten gelagert. Für die anstehende 
Publikation der bioinformatischen Ergebnisse werden wir die Daten über das 
Europäische Nukleinsäure Archiv (ENA) bereitstellen. 

Biomedizinische Technik. 
 

● Aufbau von HPLC-Charakterisierungsmethoden zur Quantifizierung von Josamycin 
zur Untersuchung der Stabilität und Wirkstofffreisetzung 

● Nachweis der Stabilität von Josamycin in verschiedenen Lösungsmitteln, 
Formulierungen und Freisetzungsmedien und unter unterschiedlichen Bedingungen 

● Entwicklung von Formulierungen und Drug Delivery Systemen durch Vernetzung von 
y-Cyclodextrinen mit Epichlorhydrin 

● Durchführung von in vitro Freisetzungsstudien von Josamycin aus unterschiedlichen 
Drug Delivery Systemen 

● Bereitstellung der Formulierungen und Drug Delivery Systeme zur in vivo Applikation 
● Verbesserung der Abbaubarkeit der Drug Delivery Systeme für die humane 

Anwendung 
● Patentierung der Formulierung 
● Entwicklung und Validierung von Quantifizierungsmethoden mit Hilfe der 

Flüssigkeitschromatographie-Massenspektrometrie zur Bestimmung der Josamycin-
Konzentrationen in ex vivo Proben 

● Untersuchungen zur Blutkonzentration von Josamycin 
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Ophthalmologie / Experimente. 
 

● Es wurden in vitro JM Zeitreihen an humanen und Kaninchen Fibroblasten-
Primärkulturen durchgeführt. Anschließend wurde die gesamte RNA der jeweiligen 
Proben isoliert und für umfassende Genexpressionsanalysen mittels Next-Generation 
Sequencing (NGS) zur Verfügung gestellt. 

● Im Rahmen der in vivo Kaninchen Studien unterstützte die UAK das Studiendesign 
sowie stellte benötigte Materialien für die Durchführung der Studie zusammen. 

● In Vorarbeiten zu den geplanten in vivo Studien wurden pharmakologische 
Eigenschaften von JM in vitro an humanen und Kaninchen-Fibroblasten untersucht. 
Dabei wurden die Zellviabilität sowie die Zytotoxizität nach verschiedenen 
Inkubationszeiten von JM gemessen. Die Ergebnisse der in vitro Studien wurden auf 
der DOG-Tagung vorgestellt und veröffentlicht. 

● Nach Ablauf der in vivo Kaninchen Studien wurde aus den Konjunktiva Proben die 
Gesamt-RNA isoliert, quantifiziert und zur NGS Analyse bereitgestellt. 

● Es wurden Tacrolimus und Halofuginon als weitere potenziell antifibrotisch wirksame 
Substanzen identifiziert. Erste Dosis-Wirkungs-Testungen wurden durchgeführt. 

● Das Makrolid Kitasamycin (KM) wurde auf sein antifibrotisches Potential in einem TGF-
ß1 vermittelten Fibroblastenmodell untersucht. Primäre humane Tenon Fibroblasten 
(hTF) zeigten, dass auch KM die Umwandlung in Myofibroblasten und die Expression 
fibrotischer Proteine konzentrationsabhängig hemmt. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen wurden auf der DOG-Tagung vorgestellt und veröffentlicht. 

Im Vergleich zur ursprünglichen Planung wurden die gesteckten Ziele erreicht. 

 

● Planung und Ablauf des Vorhabens 
 

Die geplanten Arbeitspakete innerhalb des Vorhabens konnten erfolgreich bearbeitet werden. 
Die mit Antragstellung zur Verlängerung des Vorhabens zur Minderung der Folgen der 
Pandemie und Zwischenberichterstattung angepasste zeitliche Planung der Arbeitspakete 
entspricht dem aktuellen Stand und ist im Folgenden dargestellt, Tab. 1.  
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Tab. 1: Arbeitsplanung im VIP+Vorhaben AntifibrotiX. 

 
● Wichtigste Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 

 
Die Verwendung der Fördermittel ist im zahlenmäßigen Nachweis detailliert dargestellt. 
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● Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten 

 
Die Notwendigkeit der finanziellen Zuwendung ergab sich aus der Tatsache, dass die 
geplanten Projektarbeiten einen hohen finanziellen Aufwand für personelle und sächliche 
Ressourcen erforderten. Durch die Ansiedlung des Projektes im vorwettbewerblichen Bereich 
konnte das wirtschaftliche Risiko beim derzeitigen Stand der Entwicklung nicht von den 
beteiligten Partnern allein getragen werden. Auf den Gebieten der Bioinformatik/Biomarker, 
der in-vitro-Charakterisierung und der Implantattechnologie bestand ein erhebliches 
wissenschaftlich/technisches Forschungs- und Entwicklungsrisiko, bei guten Chancen, die 
Ergebnisse des Vorhabens in wirtschaftlich verwertbare Ergebnisse zu überführen. 

Die technischen Voraussetzungen und vorhandenen Erfahrungen wurden bereits von den 
beteiligten Partnern unter Beweis gestellt. Die strategische Ausrichtung und der 
wissenschaftlich-technologische Fokus der an AntifibrotiX beteiligten Akteure boten bei den 
bekannten Risiken überdurchschnittliche Chancen zur Erbringung entscheidender Impulse 
bei der Gestaltung der präklinischen Medikamentenentwicklung. 

An den beteiligten Forschungseinrichtungen standen für das hier beantragte Vorhaben keine 
Mittel der Grundfinanzierung zur Verfügung. 

● Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des 
Ergebnisses - auch konkrete Planungen für die nähere Zukunft - im Sinne 
des fortgeschriebenen Verwertungsplan 

 
Die wissenschaftliche-technische Verwertung der Vorhabenergebnisse erfolgte innerhalb 
des Bearbeitungszeitraumes des Forschungsvorhabens vorwiegend durch 
○ die Anmeldung von Schutzrechten 
○ die Präsentation der Forschungsergebnisse auf (inter-)nationalen Fachtagungen 
○ die diskriminierungsfreie Veröffentlichung in (inter-)nationalen Fachzeitschriften 
○ Aus- und Weiterbildung von Nachwuchswissenschaftlern 

 
Die innerhalb des Forschungsvorhabens generierten Forschungsergebnisse ermöglichen den 
beteiligten Partnern mittelfristig, d.h. mit einem Zeithorizont von ca. fünf Jahren, die weiteren 
(Human-)Studien mit dem Ziel der Marktzulassung durchzuführen (hierfür müssen 
Investorenmittel eingeworben werden; eine Alternative wäre ein Verkauf der Rechte in Form 
der Auslizenzierung). Aktivitäten zur Einwerbung weiterführender Mittel wurden mit der 
Antragsinitiative “auGenesis - Behandlung des Glaukoms - Endlich ohne Fibrose - „Es bleibe 
hell!“” in der Fördermaßnahme “DATIpilot” bereits unternommen. Weiterhin erfolgte durch das 
Projekt eine Kompetenzsteigerung auf dem Gebiet antifibrotischer Formulierungen, die auch 
einem Antrag auf eine DFG-Forschungsgruppe zum Thema Fibrose zu Gute kommen soll (für 
letztere läuft z.Z. ein Antrag auf intramurale Vorab-Förderung). Zudem wurden mehrere 
Anträge eingereicht zur Förderlinie “Ersatzmethoden für Tierversuche”. 

Wesentlicher nächster Schritt ist in Kürze, nach Abschluss aller Datenanalysen, ein Meeting 
mit dem BfArM, nachfolgend soll der Orphan-Drug-Antrag gestellt werden. Weitere, vorläufig 
abschließende Marktrecherchen finden direkt danach statt. 

Aufgrund der grundsätzlich positiven Ergebnisse, der klinischen Relevanz und des hohen 
wissenschaftlichen und technischen Anspruchs des Vorhabens sind dementsprechend 
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Folgeprojekte zur weiteren Steigerung des Innovationsgrades und zur wirtschaftlichen 
Verwertung entsprechender Anwendungen zur antifibrotischen Behandlung geplant. Durch 
die intensive Zusammenarbeit von Forschungseinrichtungen und Industriepartnern hat 
AntifibrotiX entscheidende Impulse für die nachhaltige Etablierung eines Medizintechnik-
Clusters gesetzt. Hierzu wird im Bereich der Datenanalyse auch eine Zusammenarbeit mit der 
Fraunhofer-Gesellschaft angestrebt. Durch die Mitglieder des Konsortiums werden bezüglich 
der geplanten Wertschöpfung zudem im Allgemeinen folgende konvergente strategische Ziele 
angestrebt: 

● Stärkung von F&E mit hoher wirtschaftlicher Bedeutung 
● Strategieentwicklungen für innovative, marktfähige Medizinprodukte 
● Ausbau und Neuschaffung von innovationsbasierten Alleinstellungsmerkmalen 
● Stärkung tragfähiger Innovationsstrukturen mit internationaler Attraktivität 
● Sicherung/Schaffung von Hochtechnologie-Arbeitsplätzen in Wissenschaft/Wirtschaft. 

 
Die in AntifibrotiX integrierten Partner haben ein starkes Interesse an der klinischen 
Einführung von Produktinnovationen. Die notwendigen Forschungs- und 
Verwertungsfreiräume wurden durch Sicherung des geistigen Eigentums geschaffen; zu den 
Patenten vgl. den Anhang und die “Kurzfassung zum aktuellen Verwertungsplan – Anlage 
zum Verwendungsnachweis”. Die Geheimhaltung, das Vermeiden neuheitsschädlicher 
Veröffentlichungen und die wirtschaftliche Verwertung von schützenswerten Ergebnissen 
wurden intern geregelt. Auch in Zukunft werden die Entwicklungen im Implantat- und damit 
verbundenen Technologiesektor in den einzelnen Anwendungsfeldern weiter genau 
beobachtet. 

 
 

● Während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfänger 
bekannt gewordener Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei 
anderen Stellen 

 
Insgesamt haben die Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens nichts an der medizinischen 
Notwendigkeit geändert, Anti-Metaboliten wie MMC zu ersetzen, wie eine Umfrage in der 
Literatur ergab, die durch unsere Auswertung der klinischen Praxis, der Entwicklungen in der 
Industrie und der Patentlandschaft und durch die Durchführung von Interviews weiter bestätigt 
wurde. IsaRNA wurde in älteren Berichten als potenzieller Wettbewerber erwähnt, hat aber 
die Indikation für seine TGFβ-siRNA von “Fibrose nach Glaukomoperation” auf “Makulaödem” 
geändert. Uns sind keine neuen Wettbewerber bekannt, die über ausreichend gute 
Wirksamkeits- und Toxizitätsergebnisse verfügen, die ihnen einen baldigen Markteintritt 
ermöglichen könnten. Die jüngsten Veröffentlichungen/Reviews, die nachstehend aufgeführt 
sind, bestätigen diese Beobachtung voll und ganz. 
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Most recent (2023) reviews 
 

The review “Novel Therapies for the Prevention of Fibrosis in Glaucoma Filtration Surgery” 
10.3390/biomedicines11030657 provided an updated listing of therapeutic agents and 
molecular targets for improving the success of glaucoma filtration surgery in their Table 1. 
Overall (emphasis added) “Several agents, devices, and biomaterials are potential 
alternatives to the current anti-fibrotic therapies, but they remain unavailable for clinical use. 
Many of the methods for the prevention of subconjunctival and sub-Tenon’s fibrosis have not 
been tested in large preclinical in vivo animal models and human RCTs. Retrospective case 
series and nonrandomized prospective studies provide insight into the potential for new 
glaucoma procedures and glaucoma filtration surgery adjuncts, but these early results should 
be interpreted with caution. Relevant evidence for the potential of new biomaterials and gene 
therapies is limited but is accumulating, as many are still in the early stages of testing. 
Likewise, several novel drug delivery approaches for antifibrotics are promising, but translation 
of these technologies to the bedside can be challenging. This review has described potential 
therapeutic targets for the prevention of ocular fibrosis after traditional incisional glaucoma 
filtering surgery, but RCTs are needed to improve our understanding of the long-term efficacy 
and safety of these novel therapies and to further define their role in clinical practice.” 

 
Another review, “Wound modulation in glaucoma surgery: The role of anti-scarring agents” 
10.4103/IJO.IJO_2013_23 discussed anti-metabolite (MMC, etc) alternatives such as anti-
VEGF (“The available evidence for anti-VEGF use is limited due to the small sample size and 
short follow-up period”), beta irradiation (“It was found that people who had trabeculectomy 
with beta irradiation were less likely to have eye pressure that was too high, one year after 
surgery compared to people who had trabeculectomy alone. However, people who had beta 
irradiation had an increased risk of cataract after trabeculectomy”), and Ologen (“This tissue 
bio-engineering device could be considered a viable alternative for patients with 
contraindications to the use of anti-metabolites and also in young patients with a high risk of 
overfiltration, hypotony, and wound scarring.”). 

 
2022 reviews 

 
“Animal models and drug candidates for use in glaucoma filtration surgery: A systematic 
review” (doi:10.1016/j.exer.2022.108972). Of note for us, considering study design: “time 
points for performing measurements or euthanizing animals should be based on the specific 
research question. For example, in studies involving anti-fibrotic drugs, measurements should 
be relatively frequent, e.g. once every 3–5 days in the first 2–3 postoperative weeks, since 
bleb morphology changes especially within the first few weeks.” Further, medical need 
confirmed: “Novel drugs aim to inhibit specific pathways, e.g. through the use of modulators, 
monoclonal antibodies, aqueous suppressants or gene therapy. Although most newly studied 
drugs offer a higher safety profile compared to antimetabolites, their efficacy is in most cases 
lower when compared to MMC.” Finally, use case confirmed: “trabeculectomy, a technique 
that is already decades old but has been refined over the years, still remains the gold standard 
for incisional surgery for primary open-angle glaucoma.” 

 
Another review (doi: 10.1111/ceo.1402) summarized recent antifibrotics research 
accomplishments as follows, “Molteno had good outcomes with an oral antifibrosis regime of 
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prednisone, colchicine and a NSAID; however, this has not been tested against other 
treatments. Anti-transforming growth factor β was tested but was no different to placebo. The 
efficacy of other antifibrotics such as the anti-vascular endothelial growth factor agents and 
the Ologen implant need further study.”. 

 
New clinical work 

 
“DPP-4 Inhibitors Attenuate Fibrosis After Glaucoma Filtering Surgery by Suppressing the 
TGF-β/Smad Signaling Pathway” is a human study finding that the diabetes drug linagliptin 
attenuated fibrosis after surgery; it retrospectively observed significantly better bleb survival in 
diabetes patients taking the drug. 

 
“Intracameral Bevacizumab Versus Sub-Tenon’s Mitomycin C as Adjuncts to Trabeculectomy: 
3-Year Results of a Prospective Randomized Study” (10.3390/jcm10102054). Quote: “In 
conclusion, intracameral bevacizumab appears to provide similar long-term efficacy and 
safety results as sub-Tenon’s MMC after trabeculectomy.” (Of note, any intracameral 
intervention is a-priori more invasive since the inner eye is the site of the drug application). 

 
“Trabeculectomy with mitomycin C and Ologen® implant in comparison to classical 
trabeculectomy” (doi:10.1007/s00347-022-01686-4) suggests that a collagen matrix may be 
superior to MMC for trabeculectomy, but “Weitere Studien in größerem Umfang sind 
notwendig”. 

 
New preclinical work 

 
"Nanofiber-based glaucoma drainage implant improves surgical outcomes": This rabbit study 
found that a nanofiber-based glaucoma drainage implant reduces subconjunctival fibrosis in 
glaucoma surgery. Inspecting the figures it can be seen that very few rabbits were studied. 

 
"Inhibition of post-trabeculectomy fibrosis via topically instilled antisense oligonucleotide 
complexes co-loaded with fluorouracil": This paper discusses a strategy for preventing fibrosis 
in filtering glaucoma surgery that focuses on inhibiting the proliferation of fibroblast cells; 
unfortunately, in the rabbit study, a rarely used positive control was employed so that results 
cannot be compared directly. 

 
“Inhibitory Effects of 3,4-Dihydroxyflavonol in a Mouse Model of Glaucoma Filtration Surgery 
and TGFβ1-Induced Responses in Human Tenon’s Fibroblasts” (doi:10.1167/tvst.11.8.18); 
based on ANOVA statistics, quote: “In conclusion, our findings demonstrated that DiOHF 
suppresses pathological angiogenesis and scarring in the conjunctival wound of mice 
following GFS through an antioxidant effect. Although the antiscarring effect of DiOHF is 
similar to the efficacy of standard therapy MMC in mice with GFS, the lack of cytotoxicity and 
the multiple antifibrotic mechanisms suggest that DiOHF may be a superior alternative in the 
control of postoperative scarring following GFS”. 

 
“The Inhibitory Effect of Connective Tissue Growth Factor Antibody on Postoperative Fibrosis 
in a Rabbit Model of Trabeculectomy”; based on Kruskal–Wallis / Mann–Whitney U 
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tests, it appears that MMC performed as good or better than the antibody. Of note for us, 
considering study design, “a 14-day duration was considered the optimum time for tissue 
sampling in previous studies. However, this early sacrifice may not provide enough evidence 
to draw precise conclusions about the morphological and functional characteristics of the 
bleb”. 

 
“Effects of Valproic Acid and Mitomycin C Combination Therapy in a Rabbit Model of Minimally 
Invasive Glaucoma Surgery” (rabbit study, fibrosis at microshunt(!), and mechanistically: “At 
the molecular level, combination therapy significantly reduced Vegfa, Vegfc, and Vegfd 
expression and inhibited Col1a1 upregulation from baseline levels, all of which low-dose MMC 
alone was unable to achieve”; further, conclusion based on significance of differences by one-
way ANOVA with Bonferroni adjustments: “Compared with high-dose MMC, combination 
therapy was less toxic by sparing the vasculature and potentially more effective in reducing 
scarring via the regulation of collagen content and organization.”) 

 
Further studies include “Anti-scarring effect of sodium hyaluronate at filtration pathway after 
filtering surgery in rabbits” (doi: 10.18240/ijo.2022.04.04), and “Topical infliximab for the 
suppression of wound healing following experimental glaucoma filtration surgery” (rabbit 
study) (doi:10.2147/DDDT.S63320). Yet, none of the animal studies described sufficient 
superiority or non-inferiority. 

 
New work on mechanisms. 

 
The review already mentioned above, “Novel Therapies for the Prevention of Fibrosis in 
Glaucoma Filtration Surgery” 10.3390/biomedicines11030657 reviews anti-fibrotic strategies 
targeting in particular TGF-β, PDGF, and FGF2 signaling. We focus on TGF-β. “PAI-1 
mediates TGF-β1 induced myofibroblast activation in tenocytes via mTOR signaling” is thus 
of interest despite employing a different cell type. 

 
The study already mentioned above, “DPP-4 Inhibitors Attenuate Fibrosis After Glaucoma 
Filtering Surgery by Suppressing the TGF-β/Smad Signaling Pathway” suggests based on in-
vitro data that the mechanism is mediated by inhibiting TGF-β/Smad signaling in fibroblasts. 

 
● Erfolgte oder geplante Veröffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 

der NKBF/NABF 
 

Ergebnisse wurden veröffentlicht, wie folgt, unter Beachtung der Schutzrechtspositionen. 
Schlüsselarbeiten sind mit (*) markiert. 

 
*1 γ-Cyclodextrin hydrogel for the sustained release of josamycin for potential ocular 
application. 
Huling J, Oschatz S, Lange H, Sterenczak KA, Stahnke T, Markhoff J, Stachs O, Möller S, 
Undre N, Peil A, Jünemann A, Grabow N, Fuellen G, Eickner T. Drug Deliv. 2024 
Dec;31(1):2361168. doi: 10.1080/10717544.2024.2361168. Epub 2024 Jun 20. PMID: 
38899440 
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*2 The Antibiotic Kitasamycin-A Potential Agent for Specific Fibrosis Preventing Therapy 
after Fistulating Glaucoma Surgery? 
Sterenczak KA, Fuellen G, Jünemann A, Guthoff RF, Stachs O, Stahnke T. Pharmaceutics. 
2023 Jan 18;15(2):329. doi: 10.3390/pharmaceutics15020329. PMID: 36839651 Free PMC 
article. 

 
3 Proposing candidate genes under telomeric control based on cross-species position data. 
Projahn EF, Fuellen G, Walter M, Möller S. NAR Genomics and Bioinformatics, Volume 6, 
Issue 2, June 2024, lqae037, https://doi.org/10.1093/nargab/lqae037 

 
4 Quantitative systems pharmacology of the eye: Tools and data for ocular QSP. 
Kuepfer L, Fuellen G, Stahnke T. CPT Pharmacometrics Syst Pharmacol. 2023 
Mar;12(3):288-299. doi: 10.1002/psp4.12918. Epub 2023 Jan 27. PMID: 36708082 Free 
PMC article. Review. 

 
5 Gene co-expression analyses of health(span) across multiple species. 
Möller S, Saul N, Projahn E, Barrantes I, Gézsi A, Walter M, Antal P, Fuellen G. NAR Genom 
Bioinform. 2022 Nov 29;4(4):lqac083. doi: 10.1093/nargab/lqac083. eCollection 2022 Dec. 
PMID: 36458022 Free PMC article. 

 
6 Gene Expression Data for Investigating Glaucoma Treatment Options and Pharmacology 
in the Anterior Segment, State-of-the-Art and Future Directions. 
Fuellen G, Jünemann A. Front Neurosci. 2022 Jun 8;16:912043. doi: 
10.3389/fnins.2022.912043. eCollection 2022. PMID: 35757536 Free PMC article. Review. 

 
7 Transfer learning of clinical outcomes from preclinical molecular data, principles and 
perspectives. 
Kowald A, Barrantes I, Möller S, Palmer D, Murua Escobar H, Schwerk A, Fuellen G. Brief 
Bioinform. 2022 May 13;23(3):bbac133. doi: 10.1093/bib/bbac133. PMID: 35453145 Free 
PMC article. 

 
8* Co-infections: testing macrolides for added benefit in patients with COVID-19. (incl. 
Supplement). 
Sterenczak KA, Barrantes I, Stahnke T, Stachs O, Fuellen G, Undre N. Lancet Microbe. 
2020 Dec;1(8):e313. doi: 10.1016/S2666-5247(20)30170-1. Epub 2020 Nov 2. PMID: 
33521730 Free PMC article. No abstract available. 

 
*9 Suppression of the TGF-β pathway by a macrolide antibiotic decreases fibrotic responses 
by ocular fibroblasts in vitro. 
Stahnke T, Gajda-Deryło B, Jünemann AG, Stachs O, Sterenczak KA, Rejdak R, Beck J, 
Schütz E, Möller S, Barrantes I, Warsow G, Struckmann S, Fuellen G. R Soc Open Sci. 2020 
Sep 16;7(9):200441. doi: 10.1098/rsos.200441. eCollection 2020 Sep. PMID: 33047019 
Free PMC article. 

 
10 Single-cell analyses of aging, inflammation and senescence. 
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Uyar B, Palmer D, Kowald A, Murua Escobar H, Barrantes I, Möller S, Akalin A, Fuellen G. 
Ageing Res Rev. 2020 Dec;64:101156. doi: 10.1016/j.arr.2020.101156. Epub 2020 Sep 16. 
PMID: 32949770 Free PMC article. Review. 

 
11 Scoring functions for drug-effect similarity. 
Struckmann S, Ernst M, Fischer S, Mah N, Fuellen G, Möller S. Brief Bioinform. 2021 May 
20;22(3):bbaa072. doi: 10.1093/bib/bbaa072. PMID: 32484516 Free PMC article. Review. 

 
12 TGF-ß1 Induces Changes in the Energy Metabolism of White Adipose Tissue-Derived 
Human Adult Mesenchymal Stem/Stromal Cells In Vitro. 
Hahn O, Ingwersen LC, Soliman A, Hamed M, Fuellen G, Wolfien M, Scheel J, Wolkenhauer 
O, Koczan D, Kamp G, Peters K. Metabolites. 2020 Feb 7;10(2):59. doi: 
10.3390/metabo10020059. PMID: 32046088 Free PMC article. 

 
Aus Schutzrechtsgründen ist noch keine Veröffentlichung der Ergebnisse der 
Kaninchenstudien und der Bioinformatik i.e.S. erfolgt. Noch fehlen insbesondere die Daten 
des 2. Assessors für den Endpunkt “(modified) Würzburg blebscore”, um dann den 
Patentanwalt konsultieren zu können. 
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1.  Anhang zum Punkt “Ausführliche Darstellung der wesentlichen 
Ergebnisse” 

AP 1: Zellmodell, andere Makrolide-Testung: antifibrotisches Potential von 
Kitasamycin, NGS-Zeitserien an humanen Fibroblasten sowie 
Probenvorbereitung zur NGS-Sequenzierung 

Innerhalb der durchgeführten Arbeiten wurde ein mögliches antifibrotisches Potential von 
Kitasamycin (KM) in einem Transforming Growth Factor (TGF)-β1-vermittelten 
Fibroblastenmodell in vitro untersucht. Josamycin und Kitasamycin stellen eine Familie von 
insgesamt 14 Macrolid Antibiotika dar, die sich innerhalb dieser Familie durch den 
Acylsubstituenten des Mycarose Teils und durch die Abwechslung von einer Hydroxyl- und 
einer Acetylgruppe im 16-gliedrigen Lactonring unterscheiden (doi:10.1128/aac.15.5.738). 
Primäre humane Tenon Fibroblasten (hTF) wurden isoliert, kultiviert und ein Dosis-
Wirkungs-Test einschließlich der Bestimmung der halben maximal wirksamen Konzentration 
(EC50) für KM wurde durchgeführt. Die Umwandlung von Fibroblasten in Myofibroblasten 
wurde durch TGF-β1 induziert und anschließend mittels Immunfluoreszenz (IF) und Western 
Blot (WB) analysiert. IF-Analysen wurden mit Antikörpern gegen α-SMA (Glattmuskel-Aktin) 
und Fibronektin durchgeführt, und der Proteinnachweis von intrazellulären und extrazellulären 
Proteinen erfolgte mittels Western Blot. Mit Hilfe des Dosis-Wirkungs-Tests wurden die 
Lebensfähigkeit, die Zytotoxizität und die EC50 von KM nach 24 und 48 Stunden bestimmt. 
Fibroblasten, die verschiedenen KM-Konzentrationen ausgesetzt waren, zeigten keinen 
Anstieg der α-SMA- und extrazellulärenMatrix-Expression. In TGF-ß1-stimulierten 
Myofibroblasten hemmte KM die Expression von α-SMA und Fibronektin in einer 
konzentrationsabhängigen Weise. Diese Ergebnisse zeigen, dass KM die Umwandlung von 
Fibroblasten in Myofibroblasten und die Expression von Proteinen, die an fibrotischen 
Prozessen beteiligt sind, beeinträchtigen kann und somit neben Josamycin ein Mittel zur 
spezifischen Fibroseprävention in zukünftigen Therapiekonzepten darstellt. Die 
Untersuchungen wurden an humanen Tenon-Fibroblasten (hTF) durchgeführt und 
beinhalteten sowohl Bestimmungen der inhibitorischen Konzentration (IC50), 
Immunfluoreszenz als auch Western Blot Analysen. Die ermittelten Ergebnisse zeigten eine 
dosisabhängige Expressionshemmung der fibrotischen Marker wie beispielsweise α-SMA in 
TGF-β-stimulierten hTFs durch KM. KM beeinträchtigte die Transformation von Fibroblasten 
in Myofibroblasten und die Expression von Proteinen, die an Vernarbungsprozessen beteiligt 
sind. Die Ergebnisse wurden einer virtuellen Tagung der Deutschen Ophthalmologischen 
Gesellschaft (DOG) von Dr. Sterenczak vorgestellt und dann publiziert 
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36839651/) Schutzrechte wurden nicht berührt, da KM in der 
Anmeldung mit Priorität vom 19.3.2020 erwähnt wird. 

Für weitere Analysen wurden beide Makrolide, JM und KM, einbezogen. Es wurden NGS-
Zeitserien unter Einwirkung von Josamycin und Kitasamycin in hTF durchgeführt. Hierzu 
wurden unterschiedliche Versuchsansätze konzipiert: 

Im ersten Versuchsansatz wurde die Genexpression nach Inkubation der hTF mit den 
Makroliden JM und KM zu 5 verschiedenen Zeitpunkten (1h, 3h, 6h, 12h und 24h) mittels 
Next-Generation Sequencing (NGS) untersucht. Der Versuchsablauf ist in Abb. UAK 1 
dargestellt. 
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Abb. UAK 1: Erster Versuchsablauf NGS-Zeitserie mit 150 µg/ml Makrolid (M). Zur Erfassung der 
Genexpressionsdaten wurden sowohl unbehandelte (Probe 1, Kontrolle), als auch mit dem Makrolid 
allein (Probe 2) sowie mit TGF-β1 stimulierte hTF verwendet (Proben 3-8). Es wurden insgesamt 150 
µg/ml Makrolid und 5 verschiedene Inkubationszeiten untersucht (1h, 3h, 6h, 12h und 24h). Aus den 
Kulturansätzen wurde die RNA isoliert, quantifiziert und mittels Next-Generation Sequencing (NGS) die 
Genexpressionsmuster bestimmt. 

 
In einem zweiten Versuchsansatz wurde die Genexpression nach Inkubation der hTF mit den 
Makroliden JM und KM mit sowohl 3 unterschiedlichen Makrolid Konzentrationen (10 µM, 50 
µM und 100 µM) als auch zu 4 unterschiedlichen Zeitpunkten (1h, 6h, 12h und 24h) mittels 
NGS untersucht. Dieser Versuchsablauf ist in Abb. UAK 2 dargestellt. 

 

 
Abb. UAK 2: Zweiter Versuchsablauf NGS-Zeitserie mit niedrigen Makrolid (M) Konzentrationen. 
Zur Erfassung der Genexpressionsdaten wurden sowohl unbehandelte (Probe 1, Kontrolle) als auch 
mit TGF-β1 stimulierte hTF verwendet (Proben 2-13). Es wurden insgesamt 3 verschiedene Makrolid 
Konzentrationen verwendet (10 µM, 50 µM und 100 µM) und 4 verschiedene 
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Inkubationszeiten untersucht (1h, 6h, 12h und 24h). Aus den Kulturansätzen wurde die RNA isoliert, 
quantifiziert und mittels Next-Generation Sequencing (NGS) die Genexpressionsmuster bestimmt. 

 
Der dritte Versuchsablauf basierte auf dem vorangegangenen ersten Versuchsablauf mit einer 
Erweiterung der Kontrollen. Diese Versuchsreihe wurde an hTF und Josamycin durchgeführt 
mit dem Ziel, mehr darüber zu erfahren, was Josamycin alleine in hTF auslöst. Dieser 
Versuchsablauf ist in Abb. UAK 3 dargestellt. 

 

 
Abb. UAK 3: Dritter Versuchsablauf NGS-Zeitserie mit 150 µg/ml Josamycin (M). Zur Erfassung 
der Genexpressionsdaten wurden sowohl unbehandelte (Probe 1 und 2), als auch mit Josamycin allein 
(Probe 3 bis 6) sowie mit TGF-β1 stimulierte hTF verwendet (Proben 7-12). Es wurden insgesamt 150 
µg/ml Josamycin und 5 verschiedene Inkubationszeiten untersucht (1h, 3h, 6h, 12h und 24h). Aus den 
Kulturansätzen wurde die RNA isoliert, quantifiziert, um mittels Next-Generation Sequencing (NGS) die 
Genexpressionsmuster zu bestimmen. 

 
Insgesamt wurde somit der erste Versuchsablauf (s. Abb. UAK 1) für Kitasamycin und 
Josamycin in hTF abgeschlossen. Der zweite Versuchsablauf (s. Abb. UAK 2) wurde ebenfalls 
für beide Makrolide in hTF abgeschlossen. Der dritte Versuchsablauf (s. Abb. UAK 3) wurde 
für Josamycin in hTF durchgeführt. Die RNA Isolierungen und Quantifizierungen wurden 
abgeschlossen und die Proben sind für nachfolgende NGS Sequenzierungen bereitgestellt 
worden. 

Neben den durchgeführten NGS-Zeitserien Analysen wurde die Etablierung des TGF-
β1-vermittelten fibrotischen Zellkultur-Model in verschiedenen Zellkulturen weitergeführt und 
die Wirkung von JM verglichen. Die Untersuchungen wurden an humanen Tenon-Fibroblasten 
(hTF), Kaninchen-Fibroblasten (rKF) sowie der humanen Fibrosarkom-Zelllinie HT-1080 
durchgeführt. Dabei wurde mittels Immunfluoreszenzfärbung des fibrotischen Markers alpha 
smooth muscle actin (α-SMA) die antifibrotische Wirkung von JM in den verschiedenen 
Zellmodellen evaluiert. Zusätzlich wurde für mögliche zukünftige Fragestellungen die RNA 
der Zellen isoliert und quantifiziert. Bei dem Zellkulturmodell, bei 
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der die antifibrotische Wirkung von JM am deutlichsten war, wurden außerdem Einzelzell-
RNA-Sequenzierungen ermöglicht. 

Der Versuchsansatz wurde in Anlehnung an die Versuchsansätze 1 - 3 konzipiert und ist in 
Abb. UAK 4 dargestellt. 

 

 
Abb. UAK 4: Versuchsablauf fibrotisches Zellkultur-Model mit 150 µg/ml Josamycin (JM). Zur 
Erfassung des fibrotischen Potentials von JM wurden sowohl Proben direkt nach dem Starving (Probe 
0), unbehandelte (Probe 1, Kontrolle), als auch mit JM allein (Probe 2+3) sowie mit TGF-β1 stimulierte 
Zellen verwendet (Proben 4-6). Die Versuche wurden an humanen Tenon-Fibroblasten (hTF), 
Kaninchen-Fibroblasten (rKF) sowie der humanen Fibrosarkom-Zelllinie HT-1080 durchgeführt. 
Anschließend wurden der fibrotische Marker α-SMA mittels Immunfluoreszenz angefärbt, RNA isoliert 
und quantifiziert, sowie Einzelzell-RNA-Sequenzierungen durchgeführt. 

 
Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzuntersuchungen sind in Abb. UAK 5 dargestellt. Für die 
hTF-Zellen ließ sich die Induktion eines fibrotischen Zustandes durch die erhöhte Expression 
des fibrotischen Markerproteins α-SMA klar bestätigen. Bereits nach einer Stunde zeigt JM 
durch die Reduktion der α-SMA-Expression eine antifibrotische Wirkung, die nach 24 h fast 
auf das Niveau der Kontrolle zurückgeht. Für die rKF-Fibroblasten und die HT-1080-Zelllinie 
sind weitere Optimierungsschritte im Bereich des generellen Versuchsansatzes sowie der 
Immunfluoreszenzfärbung notwendig, um die Methode in diesen Zellkulturmodellen zu 
etablieren. Dies wurde allerdings nicht weiterverfolgt. 
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Abb. UAK 5: Immunfluoreszenzanalyse zur in vitro Evaluierung des antifibrotischen Potenzials 
von Josamycin in verschiedenen Fibroblasten-Zellkulturen. Die humanen Tenon-Fibroblasten 
(hTF), Kaninchen-Fibroblasten (rKF) sowie die Zellen der humanen Fibrosarkom-Zelllinie HT-1080 
wurden jeweils auf Deckgläsern kultiviert und für die immunzytochemische Analyse fixiert. Zur 
Erfassung des fibrotischen Potentials von JM wurden sowohl Proben direkt nach dem Starving (Probe 
0), unbehandelte (Probe 1, Kontrolle), als auch mit JM allein (Probe 2+3) sowie mit TGF-β1 stimulierte 
Zellen verwendet (Proben 4-6). Die Immunfluoreszenz wurde mit Antikörpern gegen α-smooth 
muscle actin (α-SMA) durchgeführt. Zur zusätzlichen Zellkernmarkierung wurde eine DAPI-Färbung 
verwendet. 
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Da im Zellkulturmodell mit hTF-Zellen die Induktion eines fibrotischen Zustandes durch TGFβ 
sowie das antifibrotische Potenzial von JM deutlich zu beobachten war, wurde dieser 
Versuchsansatz für die Analyse der Zellen mittels Einzelzell-RNA-Sequenzierung ausgewählt. 
Die Zellen wurden entsprechend vorbereitet, quantifiziert und für die Analysen zur Verfügung 
gestellt. 

AP 1.2: Bioinformatik Zellmodell andere Makrolide 
 

AP 1.2.1/1.2.2: Analyse der Zellmodelldaten für andere Makrolide; Vergleich der 
Analyseergebnisse mit anderen Daten; Nutzung des LINCS-Datensatzes zum 
Vergleich 

Wir haben im Projekt als weiteres Makrolid Kitasamycin (KM) im Detail untersucht, inkl. 
Genexpressionsmessungen. KM wird sowohl im Anwendungspatent als auch im 
Formulierungspatent genannt. Im Anwendungspatent werden zudem die Makrolide 
Spiramycin und Midecamycin aufgeführt. Spiramycin konnten wir detailliert betrachten, 
während für Midecamycin leider keine brauchbaren Genexpressionsdaten bekannt sind. 
Insgesamt war unser Ziel in der Bioinformatik, die molekularen Wirkmechanismen mit Fokus 
auf (anti-)fibrotische Prozesse besser zu verstehen. Zusätzlich hat uns interessiert, wie 
ähnlich JM und KM in ihrer Wirkweise sind. Wir konnten sehen, dass der Fibrose-
Schlüsselmarker αSMA durch JM viel besser als durch KM unterdrückt wird. Wir konnten aber 
auch viele Gene finden, die von beiden Makroliden beeinflusst werden. Wir konnten zudem 
zeigen, dass Fibrose-assoziierte Verknüpfungen (Annotationen) bei JM und KM besonders 
ausgeprägt sind. Dazu haben wir die Daten im Rahmen unserer Analysepipeline 
umfangreichen Annotationstests unterzogen und die Ergebnisse visualisiert. Hierzu haben wir 
insbesondere auch den LINCS-Datensatz genutzt. LINCS steht für “library of integrated 
network-based cellular signatures”. Die LINCS-Datenbank beschreibt neben den 
Auswirkungen von Wirkstoffen auch genetische Perturbationen anhand von Änderungen in 
der Expression von Genen. Hierbei wird auf eine komplette Repräsentation des Transkriptoms 
verzichtet und anders als bei der connectivity map ein custom array mit nur 1000 
repräsentativen Genen genutzt. (Josamycin konnte im Vorgängerprojekt anhand der Daten 
der connectivity map identifiziert und nachfolgend durch die Augenklinik mittels in vitro 
Zellexperimenten als antifibrotisch wirksam bestätigt werden.) 

Kitasamycin (KM)-Zellmodelldaten: Wir sehen die im Folgenden beschriebenen 
Annotationen der KM-Daten mit biologischen Prozessen im Allgemeinen und mit Fibrose im 
Besonderen. So ist Kitasamycin mit Annotationen verknüpft, die mit der Wundheilung oder mit 
Kinasen zusammenhängen, wie die Top-10-Gene-Ontologien zeigen (Tabellen IBIMA 1a und 
IBIMA 1b). Neben der Wundheilung sind Cellular Response To Decreased Oxygen Levels 
(Energie-Defizit) und Regulation Of Cell Migration Involved In Sprouting Angiogenesis (vgl. 
VEGF, weiter unten) bei den biologischen Prozessen herauszuheben; bei den molekularen 
Funktionen sind Ephrin und Cadherin besonders interessant. Dass Ephrin aus der 
Seneszenz-Forschung bekannt ist, unterstützt unsere schon publizierte Vermutung, dass 
insbesondere seneszente Myofibroblasten auch in unserem Fall zur Fibrose beitragen (vgl. 
https://doi.org/10.1016/S2666-5247(20)30170-1, Supplement). Cadherin ist ebenfalls 
entsprechend unseren Überlegungen zur Rolle der extrazellulären Matrix bei der Fibrose von 
Bedeutung (http://dx.doi.org/10.1098/rsos.200441). 
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Name 

Adjusted 
p-value 

Combined 
score 

Inflammatory Response To Wounding (GO:0090594) 0.07268 1125.32 

Regulation Of Protein Serine/Threonine Kinase Activity (GO:0071900) 0.07268 80.82 

Cellular Hypotonic Response (GO:0071476) 0.07268 803.12 

Hypotonic Response (GO:0006971) 0.07268 803.12 

Regulation Of Cell Migration Involved In Sprouting Angiogenesis (GO:0090049) 0.07268 175.61 

Cellular Response To Hypoxia (GO:0071456) 0.07268 93.21 

Cellular Response To Decreased Oxygen Levels (GO:0036294) 0.07268 91.23 

Regulation Of Pinocytosis (GO:0048548) 0.08194 493.57 

Base-Excision Repair (GO:0006284) 0.08194 133.53 

Fructose 6-Phosphate Metabolic Process (GO:0006002) 0.08194 408.65 

 
Tabelle IBIMA 1a. Top 10 GO Biologische Prozesse für Kitasamycin. (Der p-value wurde für multiples 
Testen adjustiert; der combined score kombiniert p-value und odds ratio; p-values bis zum 
Schwellenwert 0.1 kommen bei Analysen dieser Art häufig vor, “borderline significant”). 

 
 

Name 
Adjusted 
p-value 

Combined 
score 

Apolipoprotein Receptor Binding (GO:0034190) 0.04485 1125.32 

MAP Kinase Activity (GO:0004707) 0.1087 298.98 

Protein Kinase Regulator Activity (GO:0019887) 0.1087 52.76 

Ephrin Receptor Binding (GO:0046875) 0.2105 113.64 

NADP Binding (GO:0050661) 0.2105 53.14 

Cadherin Binding (GO:0045296) 0.2105 12.52 

Cyclin-Dependent Protein Serine/Threonine Kinase Regulator Activity 
(GO:0016538) 

 
0.2105 

 
35.06 

3'-5' RNA Helicase Activity (GO:0034458) 0.2105 185.84 

Adenylate Cyclase Regulator Activity (GO:0010854) 0.2105 185.84 

alpha-N-acetylgalactosaminide Alpha-2,6-Sialyltransferase Activity 
(GO:0001665) 

 
0.2105 

 
185.84 

 
Tabelle IBIMA 1b. Top 10 GO Molekulare Funktionen für Kitasamycin. 

 
Darüber hinaus weist der Kitasamycin-Datensatz eine hohe Übereinstimmung mit zwei 
LINCS-Überexpressionssignaturen auf: LINCSOE_807 (sog. “extreme Pearson-Korrelation” 
von 0,316 mit RBP4 als Zielgen) und LINCSOE_416 (extreme Pearson-Korrelation 0,224; 
Zielgen VEGFB). Das RBP4-Gen kodiert das Retinol-bindende Protein 4, das zur Lipocalin-
Familie gehört und der Träger für Retinol (Vitamin-A-Alkohol) im Blut ist. Beachtenswert ist, 
dass, Zitat, “RBP4 has a superior diagnostic performance in predicting advanced    fibrosis    
grads”    im    Leberkontext    gefunden    wurde 
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7041599). Was den vaskulären 
endothelialen Wachstumsfaktor B (VEGFB) betrifft, so kodiert er ein Mitglied der 
PDGF-(Thrombozyten-abgeleiteter Wachstumsfaktor)/VEGF-(vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor) Familie. VEGF wurde schon in früheren Publikationen unserer 
Arbeitsgruppen erwähnt (http://dx.doi.org/10.1098/rsos.200441) bzw. intensiv besprochen 
(https://doi.org/10.1042/BSR20181894) aufgrund der Verknüpfungen zur Fibrose. 

Analyse von Spiramycin (vgl. Anwendungspatent): Wir konnten sehen, dass Spiramycin die 
höchste Übereinstimmung mit den folgenden LINCS- Überexpressionssignaturen aufweist: 
LINCSOE_9813 (extreme Pearson-Korrelation 0,441; Zielgen ZNF296), LINCSOE_17394 
(Korrelation 0,398, Gen FAS), LINCSOE_9667 (Korrelation 0,392, Gen EGR1), 
LINCSOE_5933 (Korrelation 0,388, Gen PANK2) und LINCSOE_10232 (Korrelation 0,385, 
Gen ZNF428). Für den zweiten Hit (FAS, Fas-Zelloberflächentodrezeptor) wurde die 
Aktivierung der Rezeptoren NF-kappaB, MAPK3/ERK1 und MAPK8/JNK und deren 
Beteiligung an der Übertragung der proliferierenden Signale in normalen diploiden 
Fibroblasten und T-Zellen gezeigt; (Myo-)Fibroblasten sind hochgradig fibrose-relevant, vgl. 
weiter oben. In Bezug auf die durch Spiramycin beeinflussten biologischen Prozesse und die 
molekularen Funktionen (Tabellen IBIMA 2a und IBIMA 2b) fallen Angiogenesis und Ephrin 
als Gemeinsamkeiten mit KM direkt ins Auge. 

 
 

Name 
Adjusted 
p-value 

Combined 
score 

Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 12 Signaling Pathway (GO:0038146) 0.1977 1125.32 

Maintenance Of Lens Transparency (GO:0036438) 0.1977 803.12 

Negative Regulation Of Muscle Hypertrophy (GO:0014741) 0.1977 615.4 

Regulation Of Apoptotic Process (GO:0042981) 0.2154 24.42 

Ephrin Receptor Signaling Pathway (GO:0048013) 0.2154 102.11 

Negative Regulation Of Cardiac Muscle Hypertrophy (GO:0010614) 0.2154 261.8 

Negative Regulation Of Cell Cycle Phase Transition (GO:1901988) 0.2154 261.8 

Cellular Response To Interleukin-4 (GO:0071353) 0.2154 231.95 

Negative Regulation Of Cell Migration Involved In Sprouting Angiogenesis 
(GO:0090051) 

 
0.2154 

 
231.95 

Post-Translational Protein Targeting To Endoplasmic Reticulum Membrane 
(GO:0006620) 

 
0.2154 

 
207.5 

Tabelle IBIMA 2a. Top 10 GO Biologische Prozesse für Spiramycin. 
 

 
Name 

Adjusted 
p-value 

Combined 
score 

NADP Binding (GO:0050661) 0.06808 139.31 

Cysteine-Type Peptidase Activity (GO:0008234) 0.06808 53.5 

Phosphotyrosine Residue Binding (GO:0001784) 0.06808 118.36 

Protein Phosphorylated Amino Acid Binding (GO:0045309) 0.06926 95.3 

NADPH Binding (GO:0070402) 0.06926 231.95 
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Cysteine-Type Endopeptidase Activity (GO:0004197) 0.06926 50.35 

Microtubule Plus-End Binding (GO:0051010) 0.114 131.77 

Histone H4 Acetyltransferase Activity (GO:0010485) 0.114 122.14 

Ephrin Receptor Binding (GO:0046875) 0.114 113.64 

Protein Serine/Threonine Kinase Activity (GO:0004674) 0.1529 18.22 

 
Tabelle IBIMA 2b. Top 10 GO Molekulare Funktionen für Spiramycin. 

 
Um den Mode of Action (MOA) der Makrolide (nach Literatur sind Makrolide wie JM und KM 
“Protein Synthesis Inhibitors”) noch besser zu beleuchten, haben wir weitere umfangreiche 
Datenabgleiche mit den LINCS-Daten durchgeführt und für KM im Vergleich zu JM konnten 
wir folgende weitere Erkenntnisse anhand der LINCS-Daten gewinnen. 

Makrolide als antifibrotische Wirkstoffe: Für KM im Vergleich zu JM konnten wir 
beispielhaft feststellen, dass die 100 Signaturgene der beiden Substanzen zu 100-78% (JM) 
bzw. zu 99-77% (KM) in den Top-Signaturhits der gleichen top-8 krankheitsrelevanten 
Gensignaturen (disease signatures) wieder auftreten (Tabelle IBIMA 3). Die GSEA-Plots für 
den Top-Hit (GDS_2803, fibrosis/inflammation) zeigen für beide Makrolide eine sehr hohe 
Signalstärke (vgl. Abb. IBIMA 1). 

 

 
Tabelle IBIMA 3: Enrichment von krankheitsrelevanten Gensignaturen, links JM, rechts KM. 

 

 
Abb. IBIMA 1: Enrichment-Plots für GDS_2803, links JM, rechts KM. 
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In weiteren Analysen haben wir Gene herausgestellt, die sowohl auf JM als auch auf KM 
ansprechen (Tabelle IBIMA 4); von diesen werden IL17RC und MT-ATP8 in der Literatur im 
Zusammenhang mit Fibrose diskutiert. 

 

Ensembl ID Gene P (JM) P (KM) 

ENSG00000105968 H2AZ2 2.41*10-13 8.63*10-4 

ENSG00000162413 KLHL21 5.13*10-13 2.03*10-4 

ENSG00000133142 TCEAL4 1.39*10-12 2.32*10-4 

ENSG00000171763 AFG2B 2.2*10-10 7.99*10-4 

ENSG00000163702 IL17RC 2.34*10-10 7.47*10-4 

ENSG00000264278 ZNF236-DT 8.8*10-9 9.37*10-4 

ENSG00000138738 PRDM5 1.36*10-8 1.33*10-4 

ENSG00000066926 FECH 1.49*10-8 7.99*10-4 

ENSG00000228253 MT-ATP8 1.79*10-8 7.68*10-5 

Tabelle IBIMA 4: Gemeinsame Reaktion von Genen auf die Makrolide JM und KM. 47 Gene sind mit einem 
P-Wert unter 0.001 sowohl für JM als auch für KM verändert, von denen hier die ersten 9 mit den höchsten 
Werten für beide Substanzen gezeigt werden. Die Konzentration beläuft sich jeweils auf 0, 10, 50, 100 und 150 
µg/ml. Die P-Werte stammen aus einem linearen Modell „Expression ~ Intercept + Konzentration“. 

 
Schließlich haben wir das Transcript des Fibrosemarkers α-SMA betrachtet. Hier zeigt sich, 
dass JM gegenüber KM weitaus stärkere Effekte hat, auch wenn man berücksichtigen sollte 
(wie oft und immer wieder neu in der Literatur betont wird), wie verrauscht und ungenau 
Transcript-Daten in der Regel sind, im Vergleich zu Protein-Daten. 
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Abbildung IBIMA 2: Expression des Transcripts des bekanntem Fibrose-Marker α-SMA unter 
JM (blau) und KM (gelb). Die ersten beiden Spalten präsentieren diejenigen Proben, bei denen 
weder KM noch JM eingesetzt wurden, links (grün) ohne induzierte Fibrose, rechts mit. Üblicherweise 
auf Protein-Ebene mit Antikörpern durchgeführt, ist auch dessen Transkript unter TGFβ deutlich 
differentiell exprimiert: Die Expression von ACTA2 (der Gen-Name von α-SMA) steigt (logarithmische 
Darstellung zur Basis 2) unter TGFβ auf ein Vierfaches. Dessen Expressionswerte unter Einfluss von 
JM liegen deutlich unter denen von KM und in der Nähe der unbehandelten Probe. 

Tabelle IBIMA 5: (gelöscht in TIB-Version des Berichtes) DAVID-Enrichment-Cluster (mit 
“Classification Stringency High” bzw. ansonsten mit Standard-Parametern berechnet), top-5 Cluster 
der mit JM über Gene-Knockouts (Repression) verbundenen Annotationen. 
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“ExprEssence” ist eine am IBIMA entwickelte Software zur Zusammenführung von 
Expressionsdaten mit molekularen Netzwerken. Während in regulären Expression-Studien 
einzelne Gene selektiert werden, oder eine Aggregation zu Begriffen einer Ontologie 
vorgenommen   wird, wird über ExprEssence eine Gewichtung von Gen(-produkt)-
Interaktionen vorgenommen. Diese Gen-Interaktionen können durch bekannte Interaktions-
Datenbanken vorgegeben sein, es können aber auch bislang nicht beschriebene Interaktionen 
hervorgehoben werden. Wir haben insbesondere in Verbindung mit den WGCNA-Analysen 
(vgl. AP3b.2) auch ExprEssence eingesetzt, vgl. auch die Zwischenberichte, jedoch hat dies 
gegenüber reinen WGCNA-Analysen (leider) keinen Mehrwert ergeben. 
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AP 2 Entwicklung  der  Darreichungsform  (Formulierung)  und  der 
LCMS-Analytik 

 
AP 2a Wirkstoffanalytik & Formulierung + Patent, Testung und Optimierung 

 
Zunächst wurde als Basis für alle weiteren Versuche und um die Wirkstoffanalytik zu 
gewährleisten, eine HPLC-Methode zur Quantifizierung von Josamycin (JM) entwickelt. 
Anschließend wurde JM in PBS gelöst und mit Hilfe dieser Methode die Stabilität bei drei 
verschiedenen Temperaturen (4°C, Raumtemperatur und 37°C) gemessen. 

 
Es zeigte sich, dass JM bei 4°C und bei Raumtemperatur stabil war. Bei 37°C ist initial ein 
Abfall der JM-Menge zu erkennen. Im weiteren Verlauf sank die gemessene Konzentration 
kontinuierlich ab. Dies deutet auf eine geringere Stabilität von JM unter den hier gewählten 
Bedingungen hin. In Versuchen zur Löslichkeit von JM zusammen mit Cyclodextrinen (CD) 
zeigte sich, dass die Menge in Lösung durch die Zugabe von γ-CD auf das etwa 20fache 
erhöht werden konnte. Dies ist für eine längerfristige Wirkstofffreisetzung unabdingbar, da nur 
so die geringe Löslichkeit von JM in Wasser umgangen werden kann. Darüber hinaus wird es 
so ermöglicht mit der Freisetzungsdauer im therapeutischen Fenster zu bleiben. Daher wurde 
y-CD als Hauptbaustein für ein festes Drug Delivery System gewählt. Es kann direkt mit 
Epichlorhydrin (EPI) vernetzt werden. Durch den Vernetzungsprozess werden zunächst lange 
Polymerketten aus CD gebildet. Durch die weitere Vernetzung zwischen den Ketten entsteht 
ein Hydrogel, das als Matrix für das DDS für JM dient. EPI wurde als Vernetzer gewählt, weil 
die Reaktion ein einfacher, einstufiger Prozess ist. EPI ist potenziell toxisch, kann aber durch 
Spülen des fertigen Hydrogels mit Wasser leicht entfernt werden. Eine entsprechende 
Waschmethode wurde ebenfalls entwickelt. Außerdem behalten mit EPI vernetzte CDs ihre 
Fähigkeit, JM-Moleküle zu binden. Mit der Entwicklung dieses DDS für JM wurde ein Hauptziel 
des Projektes erreicht. 

Um Drug Delivery Systeme mit gleichbleibender Größe zu erhalten, wurden die γ-
CD-Hydrogele in Silikon- oder Glasformen geformt. Die Gele sind robust genug, um der 
manuellen Manipulation während des Entformungs- und Spülprozesses standzuhalten. 
Außerdem können sie getrocknet und rehydriert werden, ohne dass sie ihre physikalische 
Integrität verlieren, und bleiben nach der Hydratation klar, was für optische Anwendungen 
ideal ist.  
Zur Validierung des DDS für JM wurden Untersuchungen zur Freisetzung des Medikaments 
durchgeführt. Dazu erfolgte die Beladung der CD-Hydrogele mit JM durch Rehydratisierung 
der getrockneten Gele in einer 1 mg/ml JM-Lösung in Wasser bei Raumtemperatur für 24 
Stunden. Die Menge des in das Gel geladenen Arzneimittels wurde durch Messung der 
Veränderung der JM-Konzentration in der Ladelösung bestimmt. 15 mm × 1 mm große 
Hydrogel-Scheiben wurden mit dem Arzneimittel beladen und dann bei 37 °C in PBS 
eingelegt, um eine Freisetzungskurve zu erhalten. 
 
Nahezu der gesamte Wirkstoff wurde innerhalb von 96 Stunden freigesetzt. Es konnten 80 
% der Gesamtbeladung wiedergefunden werden. 

 
Um die potenzielle biologische Degradation der γCD-Hydrogele zu testen, wurden diese 4 
Monate lang in einer 10 U/ml α-Amylase-Lösung inkubiert. Es konnte jedoch kein signifikanter 
Masseverlust aufgrund eines enzymatischen Abbaus festgestellt werden. In den, auch im 
Zusammenhang mit der Entwicklung der humanen Formulierung (AP 2b) stehenden, wurden 
Methoden zur Verbesserung der biologischen Abbaubarkeit durch den Einsatz von biologisch 
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abbaubaren Copolymeren oder Vernetzern untersucht. 

 
Eine Patentanmeldung für die Anwendung von Josamycin gegen Fibrose 
(Prioritätsanmeldung EP20164128.9 vom 19.03.2020; PCT/EP2021/057106, Anmeldetag 
19.03.2021, Anmelder Universität Rostock für die UMR) ging im Oktober 2022 in die 
europäische Phase (EP21711930.4). Zuvor schon wurde eine Erfindungsmeldung für das 
DDS-Design für eine europäische Prioritätsanmeldung für die Formulierung eingereicht. Die 
Offenlegungsschriften sind unter den Zeichen WO002024083956A1 für die Weltanmeldung 
und EP000004356929A1, 2024 für die Europaanmeldung zu finden. 

 
Zur Durchführung der ersten Tierstudie wurde außerdem eine Formulierung entwickelt, die 
die Herstellung von Lösungen mit den, für die Tierstudie gewünschten Konzentrationen >1 
mg/ml ermöglicht. Dazu wurde Kolliphor RH40 als Lösungsvermittler und isotonische 
Kochsalzlösung bzw. phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) als Medium gewählt. Die Stabilität 
von JM in Kolliphor RH40, PBS und 0,9% NaCl wurde über mehr als 30 Tage und bei 
unterschiedlichen Temperaturen (4, 25, 37°C) getestet. JM zeigte sich unter allen 
Bedingungen über die Beobachtungsdauer stabil. Der Vergleich der Stabilität zwischen 
Cyclodextrin- und Kolliphor-Lösungen bei 37°C deutet darüber hinaus auf einen schützenden 
Effekt durch das Kolliphor hin. Ebenso wurde die Stabilität unter Lagerung im gefrorenen 
Zustand über 3 und 7 Tage bestimmt. Auch hier erwies sich das JM über die getestete Zeit 
stabil. Die Formulierung mit Kolliphor entspricht dem ursprünglichen Ansatz, Mizellen zu 
nutzen, in denen JM vorliegt. Die Konzentration auf Hydrogele als DDS wurde durch die 
Ergebnisse der ersten Tierstudie untermauert. Die in vivo Verfügbarkeit von JM durch eine 
Mizellenformulierung erwies sich allerdings als zu kurz für die Erreichung der Projektziele. 

 
Zur Vorbereitung der präklinischen Studien wurden weitere Charakterisierungen und Tests 
durchgeführt. Die Effizienz der Medikamentenbeladung der γCD-Hydrogele wurde wie zuvor 
beschrieben getestet und mit Dextran-Hydrogelen verglichen. Die Gesamtmenge des im γCD-
Hydrogel inkorporierten Wirkstoffes war deutlich höher als die durchschnittliche 
Gesamtmenge im Dextranhydrogel. 
Darüber hinaus weisen γCD-Hydrogele auch eine den Projektzielen entsprechende 
verlangsamte Wirkstofffreisetzung auf. 

 
Alle entsprechenden Lösungen, die hergestellten Gele und auch die kolliphorhaltigen 
Lösungen wurden dem Projektpartner UAK zur Bearbeitung ihrer Arbeitspakete zur Verfügung 
gestellt. 

AP 2b Humanstudientaugliche Formulierung + Patent 
 

Innerhalb dieses Arbeitspaketes erfolgte die Weiterentwicklung der Formulierung zur Erfüllung 
der Kriterien für einen Einsatz in Humanstudien, insbesondere zur Stabilität und Degradation.  

 
 

AP 2c Bioanalytik 
 

Im Projekt wurde eine analytische Methode zur Bestimmung von Josamycin am LCMS 
entwickelt. Dazu wurde Josamycin in Methanol gelöst und anschließend vermessen. Für die 
Säulenchromatographie wurde eine Kinetex C18 Core-Shell Säule 15 cm x 2,1 mm 
verwendet, ausgerüstet mit einer C18-Vorsäule. Als Säulentemperatur wurden 40°C 
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eingestellt. Die resultierende Messmethode hat eine Länge von 11 min bei einer 
Laufmittelflussrate von 0,3 ml/min. Das Laufmittel wird aus zwei Komponenten (A, B) 
zusammengesetzt: A: Wasser/0,1% Ameisensäure und B: Acetonitril/0,1% Ameisensäure. Als 
Gradient wurde folgender Ablauf identifiziert: 0 - 1 min 5% B; 1 - 5 min 5% - 50% B; 5 - 6 
min 50% B, 6 - 7 min 80% B, 7 - 11 min 5% B. 
 
Zur massenspektrometrischen Bestimmung werden folgende MRM-Übergänge verfolgt; 
828,3 Da>109,1 Da; 828,3 Da>174,1 Da; 828,3 Da>83,1 Da. Dabei dient der erstgenannte 
Übergang als Quantifier und die beiden nachgenannten als Qualifier. Die Retentionszeit von 
JM beträgt ca. 6,6 min. Selbst eine Konzentration von 0,05 ng/ml konnte noch quantifiziert 
werden. Dies entspricht einer injizierten, absoluten Menge von 100 fg. Desweiteren wurde 
Roxithromycin als interner Standard etabliert. Zur Quantifizierung des Roxithromycins wird der 
Übergang 837,3 Da>158,2 verwendet. Zusätzlich werden ebenfalls die Fragmentionen mit 
m/z 837,3 Da>679,45 und 837,3 Da>116,15 integriert und aufgezeichnet. 

AP 3a/b: Validierung im Kaninchenmodell – 1. und 2. Tierstudie: Primärkulturen, sowie 
RNA Isolierung aus Frischgewebe für NGS Sequenzierungen 

Die Augenklinik hat sowohl beim Studiendesign als auch bei der Einleitung des 
Vergabeverfahrens sowie der Kommunikation mit externen Anbietern und der Vergabestelle 
der UMR in enger Absprache mit den weiteren Projektpartnern mitgewirkt. Im Rahmen von 
Vorarbeiten zu den geplanten Tierstudien in AP 3a wurde mit der Etablierung des Zellmodells 
für Kaninchenzellen begonnen. Hierbei wurden aus Augengeweben des Kaninchens 
(Konjunktiva, Cornea, Sklera, Choroidea) Primärkulturen angesetzt und kultiviert. Es wurden 
Dosis-Wirkungs-Testungen von JM und KM durchgeführt. Hierbei wurden zellbasierte 
Zytotoxizitäts- als auch Viabilitätsmessungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (1 bis max. 72 
h; 10 Messpunkte) in einem Konzentrationsbereich zwischen 10 bis 500 µM (9 Messpunkte) 
KM oder JM durchgeführt. Anschließend wurde der halbmaximale inhibitorische Wert (IC50) 
von jeweils Josamycin und Kitasamycin ermittelt. Zur Vergleichbarkeit wurden diese 
Messungen im gleichen Umfang ebenfalls an humanen Tenon-Fibroblasten durchgeführt. 
(Zusammenfassung siehe Tabelle UAK 1 und Abbildungen UAK 6-9). Insgesamt konnte in 
beiden Spezies eine Abnahme der Viabilität nach Zugabe von JM oder KM in Abhängigkeit 
der Konzentration und Inkubationszeit gemessen werden. In humanen Fibroblasten waren die 
IC50 Werte innerhalb der ersten 2 Tage für KM insgesamt höher als für JM. Kaninchen 
Fibroblasten zeigten hingegen ähnliche Werte für beide Substanzen. Der Vergleich zwischen 
humanen und Kaninchen Fibroblasten zeigte innerhalb der ersten 2 Tage für JM ähnliche IC50 
Werte, die dann an Tag 3 und 4 bei Kaninchen höher waren. Innerhalb der ersten 2 
Inkubationstage zeigte Kitasamycin in humanen Fibroblasten höhere IC50 Werte als in 
Kaninchen Fibroblasten, die dann aber an den Tagen 3 und 4 im Vergleich niedriger waren. 

Das Signal des verwendeten Viabilitätsassays korrelierte direkt mit der Anzahl vitaler, 
stoffwechselaktiver Zellen zum Zeitpunkt der Messung. Es wurden Konzentrationen 
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zwischen 10 und 500 µM eingesetzt und die Viabilität der Zellen in einem Zeitraum von 1-72 
h nach Zugabe von Josamycin bzw. Kitasamycin gemessen (siehe auch UAK 8-11). Die 
Ermittlung der IC50 erfolgte mittels der GloMax Multi Detection System Software (Version 
1.3.2; Promega, Madison, USA) (siehe Abbildungen UAK 8-11). 

Tabelle UAK 1: Ermittlung der halbmaximalen inhibitorischen Konzentration (IC50) von 
Josamycin und Kitasamycin in humanen und Kaninchen Fibroblasten Primärkulturen. 
Das Signal des verwendeten Viabilitätsassays korrelierte direkt mit der Anzahl vitaler, 
stoffwechselaktiver Zellen zum Zeitpunkt der Messung. Es wurden Konzentrationen zwischen 
10 und 500 µM eingesetzt und die Viabilität der Zellen in einem Zeitraum von 1-72 h nach 
Zugabe von Josamycin bzw. Kitasamycin gemessen (siehe auch UAK 8-11). Die Ermittlung 
der IC50 erfolgte mittels der GloMax Multi Detection System Software (Version 1.3.2; 
Promega, Madison, USA) (siehe Abbildungen UAK 6-9). 

 

 

 

 
Abbildung UAK 6: Dosis-Wirkungs-Test von Josamycin auf humanen Fibroblasten. 
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Abbildung UAK 7: Dosis-Wirkungs-Test von Kitasamycin auf humanen Fibroblasten. 
 

 
Abbildung UAK 8: Dosis-Wirkungs-Test von Josamycin auf Kaninchen Fibroblasten. 
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Abb. UAK 9: Dosis-Wirkungs-Test von Kitasamycin auf Kaninchen Fibroblasten. 
 

Die bereits ermittelten Ergebnisse wurden in Form einer Präsentation innerhalb einer freien 
Vortragssitzung auf der virtuellen Tagung der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft 
(DOG) von Dr. Sterenczak vorgestellt. Ihr Beitrag „Dose-response testing of two antifibrotic 
substances in human and rabbit ocular primary fibroblast cell cultures in vitro“ wurde als bester 
Beitrag der Sitzung ausgezeichnet. 

Weiterhin wurde studienbegleitend mit der Etablierung des TGF-β1 vermittelten fibrotischen 
Zellkultur-Modells im Kaninchen begonnen. Es wurden Immunfluoreszenzuntersuchungen zur 
Evaluierung einer antifibrotischen Wirkung von Josamycin in Kaninchen Fibroblasten 
durchgeführt. Hierbei wurde die Expression der fibrotischen Marker α-SMA sowie Fibronektin 
immunhistologisch untersucht. Die Methode konnte bisher im Kaninchenmodell nicht etabliert 
werden, es wird jedoch weiter über Modifikationen der Kulturbedingungen an einer 
Lösung/Etablierung gearbeitet. Die bisherigen Ergebnisse sind in Abb. UAK 10 
zusammengefasst. 
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Abb. UAK 10: Immunfluoreszenzanalyse zur in vitro Evaluierung des antifibrotischen Potenzials 
von Josamycin in Kaninchen Fibroblasten. Die Kaninchen Fibroblasten (rKF) wurden auf 
Deckgläsern kultiviert und für die immunzytochemische Analyse fixiert. Um die rKF in einen fibrotischen 
Zustand zu überführen, wurden diese für 24 h unter serumfreien Bedingungen kultiviert und die 
Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten sowie die Expression fibrotischer Markerproteine 
durch anschließende Zugabe von TGF-β1 für 48 h stimuliert. Die Immunfluoreszenz wurde mit 
Antikörpern gegen α-smooth muscle actin (α-SMA) und Fibronektin durchgeführt. Zur zusätzlichen 
Zellkernmarkierung wurde eine DAPI-Färbung verwendet. 

 
Weiterhin wurden Genexpressionsanalysen analog zum 1. NGS- Versuchsablauf 
durchgeführt (siehe Abb. UAK 1). Es liegen NGS Daten für drei unterschiedliche rKF 
Primärkulturen nach Inkubation mit 150 µg/ml Josamycin vor. Weiterhin wurden sowohl 
zusätzliche Fibroblasten Subpopulationen aus dem orbitalen Fettgewebe (rOF) als auch die 
weiteren Makrolid Wirkstoffkandidaten Kitasamycin und Tacrolimus für 
Genexpressionsanalysen hinzugefügt. Die NGS Versuchsreihe 1 wurde bereits für rKF und 
rOF mit 150 µg/ml Kitasamycin als auch 150 µg/ml Tacrolimus durchgeführt. Die isolierten 
RNA Proben wurden sowohl für das NGS von der UAK bereitgestellt. 

Innerhalb der ersten Kaninchen Studie erhielt die UAK sowohl Frischgewebe als auch 
gefrorene Gewebeproben aus der Konjunktiva sowie dem orbitalen Fettgewebe der 
Versuchstiere. Die Frischgewebeproben wurden aufgearbeitet und die daraus gezogenen und 
kultivierten Primärkulturen (rKF und rOF) für zukünftige in vitro Versuche bei -180°C 
kryokonserviert. Die Gewebeproben wurden bei -80°C eingelagert und stehen für weitere 
Genexpressionsanalysen zur Verfügung stehen. 

Als Vorarbeit für die 2. Kaninchenstudie (Proof of Concept Studie) wurden die 
pharmakologischen Eigenschaften von Josamycin in vitro in sowohl hTF als auch Kaninchen 
Fibroblasten untersucht. Ziel der vergleichenden Vorarbeiten war es, die Zellviabilität von 
menschlichen und Kaninchenfibroblasten vor, während und nach der Inkubation mit JM zu 
messen.  Dafür  wurden  primäre  Fibroblasten  aus  menschlichem  und Kaninchen-
Augengewebe isoliert und kultiviert. Die Lebensfähigkeit der Zellen wurde mit einem 
zellbasierten Lumineszenz-Echtzeit-Assay gemessen. Anschließend wurden menschliche 
und Kaninchenfibroblasten mit der zuvor in menschlichen Fibroblasten ermittelten 
halbmaximalen Hemmkonzentration (IC50) von JM (181 µM) für 1, 3, 6, 12, 24 bzw. 48 
Stunden inkubiert, und die Zellviabilität wurde nach Beendigung der Inkubationszeit 
gemessen. Anschließend wurde das Kulturmedium gewechselt und die Zellen wurden für 
weitere 24 Stunden ohne JM inkubiert und die Viabilität der Zellen wurde erneut gemessen. 
Vor der JM-Behandlung wiesen die primären Augenfibroblasten von Mensch und Kaninchen 
Viabilitätswerte auf Kontrollniveau auf (unbehandelte Fibroblasten). Nach der Inkubation mit 
JM erhielten wir Viabilitätsmessungen wie folgt: Nach der Inkubation primärer okulärer 
Fibroblasten von Mensch und Kaninchen mit 181 µM JM für 1, 3, 6 und 12 Stunden waren 
die Zellviabilitätswerte leicht verringert oder vergleichbar mit den jeweiligen Kontrollen. Die 
okulären Fibroblasten von Mensch und Kaninchen, die 24 und 48 Stunden lang inkubiert 
wurden, zeigten eine um mehr als die Hälfte geringere Lebensfähigkeit im Vergleich zu den 
jeweiligen Kontrollen. Nach 24-stündiger Regeneration erhielten wir Viabilitätsmessungen wie 
folgt: Nach Entfernung von JM und 24-stündiger Regeneration im Kulturmedium wiesen 
menschliche und Kaninchenfibroblasten, die 1-12 Stunden lang inkubiert wurden, 
vergleichbare oder leicht niedrigere Viabilitätswerte auf als ihre jeweiligen Kontrollen. 
Augenfibroblasten, die 24 und 48 Stunden mit JM inkubiert wurden, zeigten um mehr als die 
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Hälfte geringere Viabilität als die Kontrollen, was auf eine schlechtere Regeneration der 
behandelten Fibroblasten hinweist. Die Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse für 
beide Spezies. In Abbildung UAK 11 sind die Ergebnisse dargestellt. Zusammengefasst hat 
die Studie gezeigt, dass bei Fibroblasten von Mensch und Kaninchen Inkubationszeiten mit 
JM bei einer IC50 von mehr als 24 Stunden zu einer ca. 50 %igen Abnahme der 
Lebensfähigkeit im Vergleich zu Kontrollzellen geführt hat. Diese Ergebnisse bilden eine 
Grundlage für künftige präklinische in vitro- und in vivo-Studien zur 
Pharmakokinetik/Pharmakodynamik von JM, zu möglichen Formulierungen und Strategien 
zur Wirkstofffreisetzung. Darüber hinaus könnten die Daten zur Verfeinerung der 
Studiendesigns und zur Verringerung der Anzahl der Tiere genutzt werden. Die ermittelten 
Ergebnisse wurden in Form einer Poster-Präsentation innerhalb der Tagung der Deutschen 
Ophthalmologischen Gesellschaft (DOG) vom 29.09.-02.10.2022 von Dr. Sterenczak 
vorgestellt. Ihr Beitrag „Preclinical in vitro viability testing of potential antifibrotic candidate 
josamycin for treatment following glaucoma surgery in human and rabbit ocular fibroblasts“ 
wurde als einer von 30 Kandidaten für das beste Poster der Tagung vorgeschlagen. 

 

 
Abb. UAK 11: In vitro Viabilitätstest in humanen und Kaninchen Augenfibroblasten vor, während 
und nach Inkubation mit Josamycin (181 µM, d.h. 150 µg/ml). Es wurden primäre Fibroblasten aus 
menschlichen und Kaninchen Augengewebe isoliert und kultiviert. Die Zellviabilität wurde mit einem 
zellbasierten Lumineszenz-Echtzeit-Assay gemessen. Anschließend wurden menschliche und 
Kaninchenfibroblasten mit der zuvor in menschlichen Fibroblasten ermittelten halbmaximalen 
Hemmkonzentration (IC50) von JM (181 µM) für 1, 3, 6, 12, 24 bzw. 48 Stunden inkubiert, und die 
Zellviabilität wurde nach Beendigung der Inkubationszeit gemessen. Anschließend 
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wurde das Kulturmedium gewechselt, die Zellen wurden für weitere 24 Stunden ohne JM inkubiert und 
die Lebensfähigkeit der Zellen wurde erneut gemessen. 

 
Im Verlauf hat die Augenklinik sowohl beim Studiendesign als auch der Materialbeschaffung 
und Kommunikation mit der CRO vor und während der Kaninchenstudien im Februar/März 
2023 sowie im November 2023 in enger Absprache mit den weiteren Projektpartnern 
mitgewirkt. 

Innerhalb  der  Kaninchenstudie  im  Februar/März  2023  erhielt  die  UAK  in 
RNA-stabilisierendem Medium gelagerte, gefrorene Gewebeproben aus der Konjunktiva der 
Versuchstiere. Die 78 Gewebeproben wurden bei -80°C eingelagert. Aus dem Gewebe wurde 
die RNA isoliert, quantifiziert sowie auf ihre Qualität überprüft. Anschließend wurden die RNA-
Proben mittels Next-Generation Sequencing (NGS) analysiert. 

Im Rahmen der Kaninchenstudie im Februar/März 2023 erfolgte außerdem jeweils prä- und 
postoperativ die Durchführung der Impressionszytologie an der Konjunktiva der 
Versuchstiere. Bei dieser Untersuchung werden Zellulose-Filter auf die Konjunktiva 
aufgebracht. Beim Abziehen der Filter bleiben die oberen Epithelzellschichten am Filter haften 
und können anschließend gefärbt und analysiert werden. Mithilfe einer spezifischen 
Färbemethode, der Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Färbung, wird dabei das Muzin der 
Becherzellen (goblet cells) angefärbt. Diese Zellen spielen eine wichtige Rolle in der 
Befeuchtung des Auges und sind dadurch im Zusammenhang mit dem Auftreten trockener 
Augen von besonderem Interesse. 

Die histologische Färbung der erhaltenen Zellulose-Filter wurde durch das IBMT durchgeführt. 
Anschließend übernahm die UAK die Mikroskopie und die Auswertung der Präparate. Bereits 
während der Färbung und Mikroskopie zeigte sich, dass die Präparate eine starke 
Inhomogenität im Bezug auf die Becherzellzahl auch innerhalb der Versuchsgruppen sowie 
auf die Qualität der Präparate aufwiesen. Die Ursache für diese Unterschiede konnte im 
Rahmen der Experimente nicht abschließend ermittelt werden. Da zusätzlich andere 
Teilprojekte als dringlicher angesehen wurden und vorrangig bearbeitet werden sollten, wurde 
die Auswertung der impressionszytologischen Präparate in Absprache mit den weiteren 
Projektpartnern auf die postoperativen Proben der Versuchsgruppen Negativkontrolle, 
Hochdosis JM und die Positivkontrolle (MMC) fokussiert. Zusätzlich zu den 
Übersichtsaufnahmen in 4-facher Vergrößerung (Abb. UAK 12) wurden von jeder Probe vier 
repräsentative Abschnitte in 20-facher Vergrößerung ausgewertet und der Mittelwert 
berechnet (Abb. UAK 13). Die Analyse der Anzahl der Becherzellen erfolgte unter 
Verwendung von ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Version 1.54d). 
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Abb. UAK 12: Repräsentative Aufnahmen der Impressionszytologie der Konjunktiva der 
Versuchskaninchen postoperativ (4-fache Vergrößerung). Gezeigt sind Aufnahmen von 
Präparaten männlicher und weiblicher Tiere aus den Versuchsgruppen Negativkontrolle, Hochdosis 
Josamycin (JM) und Positivkontrolle (Mitomycin C (MMC)). Die Färbung der Zellen auf den Zellulose-
Filtern erfolgte mit der Periodic-Acid-Schiff (PAS)- und Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung. Die 
Becherzellen sind durch die kräftige Rotfärbung sowie den größeren Zelldurchmesser zu erkennen. 

 

Abb. UAK 13: Mittlere Anzahl der Becherzellen pro ausgezählter Mikroskopaufnahme (20-fache 
Vergrößerung, Fläche ca. 0,17 mm2) nach Impressionszytologie der Konjunktiva der 
Versuchskaninchen postoperativ. Betrachtet wurden Präparate männlicher und weiblicher Tiere aus 
den Versuchsgruppen Negativkontrolle, Hochdosis Josamycin (JM) und Positivkontrolle (Mitomycin C 
(MMC)). Die Färbung der Zellen auf den Zellulose-Filtern erfolgte mit der Periodic-Acid-Schiff 
(PAS)- und Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung. Von jeder Probe wurden dabei vier repräsentative 
Aufnahmen ausgewertet. Gezeigt sind Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 3 bis 5). 
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Grundsätzlich lässt sich bei den Tieren, bei denen ein DDS mit der Hochdosis JM implantiert 
wurde, eine höhere Anzahl Becherzellen beobachten als bei beiden Kontrollgruppen. Dies 
deutet darauf hin, dass die Hochdosis JM im DDS im Vergleich zur Negativkontrolle und 
Positivkontrolle mit MMC zur Verbesserung der Befeuchtung der Augen beigetragen hat. 
Allerdings waren, wie oben bereits aufgeführt, die Becherzellzahlen sowohl zwischen als auch 
innerhalb der Versuchsgruppen stark gestreut. Zusätzlich gab es zwischen den Präparaten 
deutliche qualitative Unterschiede. Dadurch müssen die Ergebnisse der 
impressionszytologischen Untersuchungen kritisch betrachtet werden. 

 
AP3: Kaninchenstudien; Effekt- und Toxizitätsanalyse, Biostatistik 

 
Es wurden, wie im Hauptteil des Berichtes ausgeführt, zwei Kaninchenstudien durchgeführt: 
eine PK-Studie, deren Ergebnisse im Bericht zu “AP 2c Bioanalytik” in diesem Anhang 
dargestellt werden, und eine PK/PD/PoC-Studie in zwei Phasen, deren Ergebnisse in einem 
biostatistischen Bericht zusammngefasst wurden. 
 

AP 3b.2 Bioinformatik: Anwendung und Test der Software, 
Genexpressionsmuster und eQTL-Muster 

Am Projektanfang galt es eine Grundlage zu schaffen für die Bewertung des Erfolgs des 
Wirkstoffs bei der Blockade oder dem Gegenwirken der für eine Fibrose typischen 
Veränderungen in der Genexpression. Für AntifibrotiX galt es projekteigene und ggfs. 
öffentlich verfügbare Daten verschiedener Gewebe (Tenon, Orbitalfett) aus verschiedenen 
Spezies (Kaninchen und Mensch) in verschiedenen Umgebungen (Zellkultur, ex vivo) 
miteinander abzugleichen. Für diese Arbeitspakete wählten wir eine eigenständige Herleitung 
von Gen/Protein-Interaktionen mit Relevanz für Fibrose anhand öffentlicher 
Expressionsdaten. Hierfür ist die Methode WGCNA akzeptiert. Sie wird angewendet auf jeden 
zu berücksichtigenden öffentlichen Datensatz. Für uns war es wichtig, Daten mehrerer 
Spezies integrieren zu können, da es für unser Projekt gilt, Daten von Kaninchen und Mensch
 zusammenzubringen. Auf dieser Grundlage von 
Einzel-WGCNA-Korrelations-Analysen etablierten wir daher erstmalig eine Meta-Analyse und 
publizierten dies nicht für “Fibrose” anhand der sensitiven Daten des Projektes, sondern für 
den abstrakteren Begriff von “Healthspan” (Möller et al., 2022 
https://doi.org/10.1093/nargab/lqac083). Der Quellcode für diese Meta-Auswertung und die 
darunterliegenden WGCNA-Analysen sind öffentlich einsehbar. Wir entwickelten hierzu die 
Betrachtung der Konserviertheit von Gen-Interaktionen und publizierten diese für den als noch 
heterogener angenommenen Phänotypen “healthspan”. Anschließend führten wir diese 
Berechnungen analog für die Datensätze zur Fibrose durch. Der sich hieraus ableitende 
Konsensus an Gen-Veränderungen unterstützt die Interpretation der Genexpressionsdaten 
zu Josamycin. Im Folgenden berichten wir von den Ergebnissen zu den 
genexpressionsbasierten Untersuchungen, auch wenn noch nicht alle Daten abschliessend 
ausgewertet sind, insbesondere bedingt durch das völlig überraschende Versterben des Ko-
Initiators des Projektes, PD Dr. Thomas Stahnke. 

Beitragende lokal erzeugte Datensätze/Vergleiche 
 

Screening nach differentiell exprimierten Genen in menschlichen Proben. In 
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Zusammenarbeit mit der Hämatologie wurden die Expressionsprofile von in der UAK bereits 
archivierten Proben von Patienten mit einer sich entwickelten post-operationalen Fibrose mit 
unauffälligem Tenon-Gewebe verglichen. (Wir hatten Zugang zu diesen schwer erhältlichen 
und nicht einfach bearbeitbaren Proben erhalten, da Reviewer für einen Antrag (zu 
“Ersatzmethoden zum Tierversuch”) auf dieser original nicht vorgesehenen Analyse 
bestanden hatten.) Für sich alleine haben diese Daten keine hinreichende statistische Power, 
können aber zur Interpretation einer Übertragbarkeit der Ergebnisse aus der Kaninchenstudie 
auf den Menschen herangezogen werden. 

 
 baseMean log2FoldChange lfcSE padj geneName 

ENSG00000149735 309,755 7,177 1,174 0,000 GPHA2 

ENSG00000170373 87,852 8,818 1,712 0,002 CST1 

ENSG00000169429 187,153 4,807 0,985 0,003 CXCL8 

ENSG00000178776 14,869 7,214 1,486 0,003 C5orf46 

ENSG00000204525 935,269 6,993 1,437 0,003 HLA-C 
ENSG00000156076 175,028 -4,908 1,044 0,006 WIF1 

ENSG00000121871 20,699 -3,158 0,701 0,008 SLITRK3 

ENSG00000125869 79,975 4,391 0,966 0,008 LAMP5 

ENSG00000142871 2688,580 3,466 0,757 0,008 CCN1 

ENSG00000147889 21,271 3,201 0,707 0,008 CDKN2A 

ENSG00000258227 24,496 5,495 1,222 0,008 CLEC5A 

ENSG00000276085 74,058 5,084 1,133 0,008 CCL3L1 

ENSG00000277632 185,950 4,495 1,008 0,009 CCL3 

ENSG00000109171 584,810 -0,897 0,207 0,015 SLAIN2 

ENSG00000171051 83,730 2,525 0,588 0,016 FPR1 

ENSG00000090104 491,010 4,335 1,023 0,019 RGS1 

ENSG00000104415 27,389 2,121 0,499 0,019 CCN4 

ENSG00000110848 151,110 2,962 0,709 0,023 CD69 

ENSG00000113389 419,951 4,299 1,038 0,024 NPR3 

ENSG00000164220 215,584 1,894 0,458 0,024 F2RL2 

ENSG00000099985 30,838 4,816 1,217 0,050 OSM 

Tabelle IBIMA 6: Vergleich der Expression von fibrotischem vs nicht-fibrotischem Gewebe bei 
Patienten. Gezeigt werden die Gene mit adjustiertem p-value unter 0.05. 

 
Die mögliche Rolle der top-Hits in Tabelle IBIMA 6 bei Fibrose sei im Folgenden kurz 
beschrieben. Das Gen GPHA2 ist in einem besonderen Maße auffällig. In single-cell Analysen 
wird ihm insbesondere eine Differenzierung von Stammzellen in der limbalen Region des 
Auges zugeschrieben (https://www.nature.com/articles/s41433-023-02539-3). CCL3 ist mit 
Fibrose assoziiert (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3684603/), dessen Ligand 
ist auch als differentiell exprimiert beschrieben. CCN4 heißt auch “WNT1-inducible-
signaling pathway protein 1” (hochreguliert) und WIF1 ist der “WNT Inhibitory Factor 1” 
(herunterreguliert). In der Literatur wird WNT für viele verschiedene Formen der Fibrose 
wiederholt als mögliches Target für die Behandlung der Fibrose beschrieben. HLA-C wird in 
der Literatur mit Fibrose assoziiert. Es gibt zudem eine Sequenzvariation (rs9264942) mit 
Einfluss auf dessen Expression (eQTL) und Auswirkung auf einen
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 Autoimmun-Phänotypen und Fibrose 
(https://www.nature.com/articles/s41598-020-69370-8). Dessen Minor Allele Frequenz ist 
recht hoch, mit >30% über alle Populationen hinweg, und dennoch mit einem gut 
beschriebenen Effekt auf das Immunsystem. WNT wirkt inhibierend auf HLA-C. Dieses 
Zusammenspiel rundet das durch die Expressionsdaten beim Menschen gezeigte Bild ab. 
WNT2 wird weiter unten als Reaktion auf Josamycin beschrieben. Daher richtet sich auf WNT 
und dessen assoziierte Pathways unser besonderes Augenmerk. 
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Abbildung IBIMA 3: Gene aus Tabelle IBIMA 6 organisiert nach bekannten Interaktionen. Die 
Datenbank STRING beschreibt einen Interaktionspfad von CCN4 zu CXCL8. 

 
Im Interaktions-Diagramm der STRING Datenbank ist abzulesen, dass ein Großteil der Gene aus 
Tabelle IBIMA 6 direkt miteinander interagiert. CXCL8 präsentiert sich als hub gene, ist aber in unseren 
WGCNA Analysen nicht als solches auffällig. 

 
Bestimmung der in den in-vitro-Experimenten der UAK auffälligen Gene. Die 
Expressionshöhen der Gene der in der UAK vorbereiteten Zellkulturen wurden durch das 
Sequenzierzentrum der Uni Köln bestimmt, die dort generierten Daten schließlich im 
Rechenzentrum der Universität Rostock durch die PIGz-RNAseq Pipeline, ergänzt durch 
eigene auf den so normalisierten Rohdaten basierenden linearen Modellen, ausgewertet. Die 
Ergebnisse (Listen der Gene samt fold change und P-Wert, interaktive Grafiken, Gene Set 
Enrichment) sind durch jeweils durch diese Pipeline erzeugte Webseiten allen Teilnehmern 
des Projektes zugänglich. Diese Daten sind noch nicht publiziert, wir möchten folgende 
Beobachtungen aber allgemein festhalten, bevor wir auf die Details eingehen. 

● Auf Protein-Ebene ist α-SMA als Oberflächen-Marker für Fibrose etabliert. Es gelang 
nicht, von derselben Primärkultur sowohl Protein- als auch RNA zu gewinnen. Zur 
Quantifikation  der  Fibrose  wird  deswegen  auf  die  Expressionshöhe  des α-
SMA-kodierenden Gens ACTA2 zurückgegriffen. ACTA2 ist bei einer Einwirkzeit von 
1-3 Stunden bei gegebenem TGF𝛽 differentiell exprimiert, später nicht mehr. 

● Bei einer Variation der Dosis von Josamycin ist ACTA2 bis zu den geringsten 
getesteten Dosierungen von 10 µg/ml im physiologischen Bereich, siehe oben. 

 
Ein Single-Cell Datensatz wurde in einer Kooperation mit dem Forschungszentrum FBN 
Dummerstorf gewonnen. Hierzu wurde dieselbe Zellkultur sieben unterschiedlichen 
Bedingungen ausgesetzt und es wurden jeweils die höchst-abundanten Gene in 6000 Zellen 
bestimmt; die Ergebnisse liegen aufgrund technischer Schwierigkeiten noch nicht vor. 

Die Auswertung von RNA-seq Expressionsdaten bedarf einer Integration vieler kleiner 
Software-Werkzeuge zur Qualitätskontrolle, Bestimmung von Expressionshöhen und deren 
Vergleich und Abgrenzung von Co-Variaten. Für unsere Anwendung galt es diese zu 
ergänzen, um eine Interpretation in molekularen Netzwerken. Als Grundlage für die Workflows 
wählten wir die Pipeline des Max-Delbrück-Zentrums, PIGx. Eine direkte Anwendung war 
nicht möglich, eine Reihe von Rostocker patches wurden seitens der 
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Entwickler akzeptiert, damit die in Köln produzierten Expressionsdaten hierauf verlässlich 
ausgewertet werden konnten. Diese sind auf https://github.com/BIMSBbioinfo/pigx_rnaseq 
einzusehen. Für unser eigenes Deployment und für die Allgemeinheit wurde auch ein Debian-
Paket der Pipeline erstellt (https://tracker.debian.org/pkg/pigx-rnaseq). 

Die folgenden Expressionsdaten sind verfügbar und wurden über die PIGx-RNAseq Pipeline 
charakterisiert. Die Rohdaten werden zusammen mit der nun anstehenden Publikation in der 
Europäischen Datenbank zu Nukleotid-Sequenzen veröffentlicht. 

 
Bestimmung der in der in vivo Studie (Phase 1) mit Fibrose / Josamycin im Kaninchen 
assoziierten Gene 

 
 baseMean log2FoldChange lfcSE padj geneName 

ENSG00000105989 18,577 1,054 0,238 0,014 WNT2 

ENSG00000109133 54,925 -0,628 0,143 0,014 TMEM33 

ENSG00000154265 32,651 -0,617 0,138 0,014 ABCA5 

ENSG00000174579 1108,859 -0,233 0,052 0,014 MSL2 

ENSG00000196937 436,139 -0,618 0,138 0,014 FAM3C 

ENSG00000115084 249,065 -0,485 0,114 0,016 SLC35F5 

ENSG00000125257 44,484 -0,905 0,210 0,016 ABCC4 

ENSG00000151623 112,151 -0,462 0,110 0,020 NR3C2 

ENSG00000136504 201,368 -0,378 0,092 0,026 KAT7 

ENSG00000137573 100,289 1,018 0,251 0,026 SULF1 

ENSG00000185551 856,545 -0,386 0,095 0,026 NR2F2 

ENSG00000139734 16,013 1,191 0,295 0,026 DIAPH3 

ENSG00000051108 281,727 -0,354 0,089 0,034 HERPUD1 

ENSG00000197121 33,915 -0,851 0,217 0,036 PGAP1 

ENSG00000139329 20,898 1,496 0,386 0,041 LUM 

ENSG00000048828 1581,999 -0,349 0,092 0,043 FAM120A 

ENSG00000068912 634,560 -0,228 0,061 0,043 ERLEC1 

ENSG00000069329 1974,746 -0,415 0,111 0,043 VPS35 

ENSG00000071054 338,517 0,358 0,096 0,043 MAP4K4 

ENSG00000077684 65,441 -0,337 0,089 0,043 JADE1 

ENSG00000103460 36,455 -0,668 0,179 0,043 TOX3 

ENSG00000144366 23,709 1,054 0,277 0,043 GULP1 

ENSG00000157613 29,013 -0,753 0,201 0,043 CREB3L1 

ENSG00000158578 13,535 2,604 0,682 0,043 ALAS2 

ENSG00000204103 217,678 0,780 0,204 0,043 MAFB 

ENSG00000260809 82,328 -0,530 0,143 0,047 VPS35P1 

Table IBIMA 7: Differentiell exprimierte Gene in behandelten versus unbehandelten 
Gewebeproben der ersten Kaninchenstudie. Diese Gene sind assoziiert mit Histon-Modifikationen 
und hier insbesondere dem ING4/5 Komplexen, einem Mediator zellulärer Modifikationen 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2650391/). 
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Die Expressionsdaten der Kaninchenstudie passen in das Bild einer zellulären 
Transformation. Eine besondere Auffälligkeit ist die Reaktion von NR2F2, einem durch retinoic 
acid induzierbaren nuklearen Rezeptor. Sowohl die retinoic acids und jüngst auch der 
Rezeptor selbst sind mit Fibrose assoziiert (Wang et al., 2024, https://doi.org/10.1186/s12931-
024-02777-3). WNT2 und WNT4 sind beschrieben als Reaktion zur Induktion von Fibrose auf 
einen Myocard-Infarkt (MI) und dies insbesondere auch im (zellfreien) Blut Serum 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8850681/). Besondere Auffälligkeiten in 
unseren WGCNA Daten oder der Netzwerk-Datenbank STRING sind bei den Genen aus 
Tabelle IBIMA 7 nicht gegeben, allerdings interagiert aSMA (ACTA2) mit LUM und dies 
wiederum mit SULF1. LUM ist mit Fibrose der Lunge assoziiert 
(https://www.nature.com/articles/s41598-019-45651-9) und wird in einer auch mit WGCNA 
basierenden Arbeit als hub gene für die von uns nicht berücksichtigte non-alcoholic fatty liver 
disease identifiziert (https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2210740120301108), 
nicht jedoch im Konsensus unserer WGCNA Analysen. Interaktionen mit HMGB2 oder DKC1 
bietet STRING zu diesen Genen nicht. 

 
Kaninchen Zeitserien Zellkultur 
1 Stunde Einwirkzeit von JM 

 

baseMean log2FoldChange lfcSE padj geneName 
 

ENSOCUG00000000074 1119,954 1,613 0,337 0,035 HMGB2 
 

Tabelle IBIMA 8: Signifikant (nach Korrektur für multiples testen) differentiell exprimierte Gene bei 
einstündiger Einwirkzeit von JM. Es wird nur ein Gen gefunden, das als Ortholog zum menschlichen Gen 
HMGB2 beschrieben ist. 

 
Die direkte Reaktion des Gewebes auf Josamycin ist für eine Interpretation dessen 
molekularen Effektes von besonderer Bedeutung, da weniger Zeit zur Entwicklung 
nachfolgender Veränderungen gegeben ist. Das hierüber alleinig identifizierte Gen HMGB2 
wird in der Literatur beschrieben als Marker für Fibrose in der Leber (Huang et al., 2023, 
10.1097/HC9.0000000000000299). 

 
3 Stunden Einwirkzeit von JM 

 
 baseMean log2FoldChange lfcSE padj geneName 

ENSOCUG00000031965 97,761 2,279 0,395 0,000 (novel) 

ENSOCUG00000016724 74,947 2,644 0,472 0,000 TEX26 

ENSOCUG00000000074 1512,507 2,186 0,405 0,000 HMGB2 

ENSOCUG00000004986 14885,673 1,288 0,251 0,001 XPO1 

ENSOCUG00000021132 49,671 2,387 0,465 0,001 (novel) 

ENSOCUG00000003498 150,760 1,711 0,355 0,003 SPEF1 

ENSOCUG00000015997 114,135 1,678 0,347 0,003 AOC2 

ENSOCUG00000025459 74,208 2,096 0,455 0,009 (novel) 
Tabelle IBIMA 9: Signifikant (nach Korrektur für multiples testen) differentiell exprimierte Gene mit 
dreistündiger Einwirkzeit von JM. Die Anzahl an veränderten Genen liegt nun bei 8. 
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Es wird mit XPO1 bei dreistündiger Einwirkzeit ein Gen vorgeschlagen, das in mehreren 
Publikationen bereits für die Behandlung von Fibrose diskutiert wird (Rewiew von Metzger et 
al., 2024, https://doi.org/10.1016/j.bneo.2024.100010). SPEF1 (interagiert nach STRING mit 
TEX26) ist ein Autoantigen bei chronischen Fibrose-Patienten. Dass AOC2 gefunden wird, ist 
sehr interessant, da es allein im Auge aktiv ist, hier insbesondere der Retina zugeschrieben, 
auch interagiert es nach STRING mit DKC1, das wir bereits in einem unserer 
Zwischenberichte als mit dem Erfolg von Josamycin verbunden ausmachten. HMGB2 (s.o.) 
wird wiederholt gefunden und so bestätigt. 

 
6 Stunden Einwirkzeit von JM 

 
 baseMean log2FoldChange lfcSE padj geneName 

ENSOCUG00000010326 822,706 -1,551 0,272 0,000 RTL10 

ENSOCUG00000010633 5227,084 3,504 0,677 0,001 HMOX1 

ENSOCUG00000024025 493,084 -1,777 0,341 0,001 CSKMT 

ENSOCUG00000004986 14494,831 1,097 0,225 0,004 XPO1 

ENSOCUG00000031965 92,927 2,050 0,450 0,016 (novel) 

ENSOCUG00000013796 2720,229 1,469 0,326 0,017 GCLM 

ENSOCUG00000034529 373795,844 -0,850 0,190 0,017 (novel) 

ENSOCUG00000000534 89,405 3,622 0,826 0,018 LCP2 

ENSOCUG00000013230 159,972 1,679 0,382 0,018 MTCL1 

ENSOCUG00000027166 383016,628 -0,818 0,186 0,018 (novel) 

ENSOCUG00000000074 1295,343 1,711 0,401 0,026 (novel) 

ENSOCUG00000035896 6961,026 -0,905 0,213 0,026 (novel) 

ENSOCUG00000018043 1357,186 1,353 0,321 0,029 (novel) 

ENSOCUG00000021132 43,777 1,979 0,474 0,032 (novel) 

ENSOCUG00000008121 637,669 2,287 0,563 0,050 RASL11A 
Tabelle IBIMA 10: Signifikant (nach Korrektur für multiples testen) differentiell exprimierte Gene mit 
sechsstündiger Einwirkzeit. Die Anzahl an veränderten Genen erhöht sich auf 13. 

 
Die Gene sind bei einer Enrichment Analyse bekannt als Targets von NRF2, einem für die 
Entwicklung der Fibrose wichtigen Transkriptionsfaktor (Wang et al., 2022, 
10.3390/antiox11091685). XPO1 wird nochmals gefunden und somit bestätigt, STRING stellt 
zudem eine Verbindung von GCLM und HMOX1 her. XPO1 ist nicht Teil eines Konsensus bei 
unseren WGCNA Analysen. 

 
12 Stunden Einwirkzeit 

 
 baseMean log2FoldChange lfcSE padj geneName 

ENSOCUG00000008121 614,201 2,233 0,319 0,000 RASL11A 

ENSOCUG00000010326 807,556 -1,606 0,272 0,000 RTL10 

ENSOCUG00000018043 1575,994 1,788 0,313 0,000 (novel) 
ENSOCUG00000011207 740,592 -1,576 0,280 0,000 MAGEH1 
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ENSOCUG00000024025 486,569 -1,781 0,335 0,000 CSKMT 

ENSOCUG00000012244 35432,320 1,716 0,346 0,002 PLIN2 

ENSOCUG00000016657 10183,798 -2,457 0,509 0,004 RPL22L1 

ENSOCUG00000013247 3517,695 -2,797 0,597 0,007 (novel) 

ENSOCUG00000009603 11314,925 -1,166 0,252 0,008 FAM114A1 

ENSOCUG00000001540 203,535 3,057 0,699 0,022 DUSP5 

ENSOCUG00000023661 1607,028 -2,517 0,575 0,022 (novel) 

ENSOCUG00000023317 65,434 1,478 0,344 0,029 ACTN3 

Tabelle IBIMA 11: Signifikant (nach Korrektur für multiples testen) differentiell exprimierte Gene mit 
zwölfstündiger Einwirkzeit. Die Anzahl an veränderten Genen liegt nun bei 12. 

 
RTL10 und RASL11A werden nach 12 Stunden bestätigt, nachdem sie nach 6 Stunden bereits 
auffällig waren. RASL11A wird bei idiopathischer Lungen-Fibrose beschrieben (Wang et al., 
2020 https://doi.org/10.1155/2020/6537462) und wird durch TGFβ herunterreguliert (Wang et 
al., 2018, https://doi.org/10.3389/fphys.2018.01755), hier nach Josamycin-Gabe aber 
hochreguliert gefunden. RTL10 (auch BH3-only-protein) wird als Fibrose Target bereits 
beschrieben (Kuehl und Langares, 2018, 10.1016/j.matbio.2018.01.020). Eine Enrichment 
findet fibrotische Pathways und IL10, aber die STRING Datenbank oder der Konsensus 
unsere WGCNA Analysen findet keine auffälligen Interaktionen, auch nicht zu den zuvor als 
bestätigt gefundenen Genen. In den WGCNA analysen finden sich viele ribosomal proteins 
(Gene mit Prefix RP…), hier nach 12 Stunden ergibt sich auch der erste statististisch 
signifikante Hinweis darauf 

 
24 Stunden Einwirkzeit 

 
 baseMean log2FoldChange lfcSE padj geneName 

ENSOCUG00000001843 4241,945 0,578 0,094 0,000 MSL2 

ENSOCUG00000011900 940,414 0,484 0,082 0,000 ZNF420 

ENSOCUG00000012315 950,986 0,690 0,118 0,000 RNF168 

ENSOCUG00000017765 5800,959 0,421 0,078 0,000 PPP4R3A 

ENSOCUG00000000074 1641,581 1,378 0,259 0,000  

ENSOCUG00000003097 13492,192 0,455 0,087 0,000 BRD2 

ENSOCUG00000009732 377,505 1,341 0,268 0,001 NR1D1 

ENSOCUG00000004898 141,121 0,874 0,177 0,001 CDC6 

ENSOCUG00000027324 1618,239 0,757 0,153 0,001 TAF3 

ENSOCUG00000011524 2955,817 0,374 0,077 0,002 USP38 

ENSOCUG00000001311 1481,599 0,674 0,141 0,002 CELF1 

ENSOCUG00000005887 2850,557 0,376 0,079 0,002 SMG7 

ENSOCUG00000012351 1368,283 0,537 0,113 0,002 ZNF830 

ENSOCUG00000030310 251,247 -0,611 0,129 0,002  

ENSOCUG00000005420 2149,556 0,446 0,095 0,002 BMI1 

ENSOCUG00000021525 68,084 1,939 0,414 0,002 ONECUT2 

ENSOCUG00000024025 315,010 -1,338 0,290 0,003 CSKMT 
ENSOCUG00000012441 629,094 0,411 0,089 0,003 PCGF6 
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ENSOCUG00000000060 3008,220 -0,289 0,063 0,003 TDRD7 

ENSOCUG00000030524 310,015 -0,710 0,156 0,004  

ENSOCUG00000003967 38391,759 -0,273 0,060 0,004 ATP5F1A 

ENSOCUG00000002746 1164,209 0,668 0,148 0,004 TWNK 

ENSOCUG00000014919 4099,650 -0,251 0,056 0,004 SNX12 

ENSOCUG00000015135 614,163 -0,415 0,093 0,004 WDSUB1 

ENSOCUG00000017533 1107,852 -0,588 0,131 0,004 CLN6 

ENSOCUG00000029090 99880,510 0,699 0,155 0,004 ND2 

ENSOCUG00000016789 551,147 0,937 0,210 0,005 DENND2C 

ENSOCUG00000008121 741,088 1,888 0,426 0,005 RASL11A 
… … … … …  

ENSOCUG00000011207 565,021 -1,092 0,279 0,014 MAGEH1 

Tabelle IBIMA 12: Die 88 signifikantesten von 378 (nach Korrektur für multiples testen) differentiell 
exprimierten Gene mit 24-stündiger Einwirkzeit. Die Anzahl an veränderten Genen erhöht sich. 

 
Hier beobachten wir keine offensichtlich im Kontext von Fibrose zu interpretierende 
Anreicherung. Aber viele mit Fibrose in der Literatur assoziierte Gene sind aufgeführt. Es 
werden jedoch insbesondere nochmals RASL11A und auch MAGEH1 gegenüber den 12-
Stunden Messungen bestätigt. Die MAGE protein Familie and MAGEH1 im besonderen trägt 
zu Apoptose bei und prozessiert Signale durch retinoic acids 
(https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/gtc.12884) die auch charakteristisch sind für 
Fibrose. 

 
In einer STRING-Repräsentation aller 378 dem Zeitpunkt 24h zugeschriebenen Gene 
präsentiert sich insbesondere CXCL8 als hub gene. Zuvor wurde es bereits beim Menschen 
gefunden und so bestätigt. Weiter sind FOXO3, AATF, PDIA6, BMI1, BRD2, MEPCE, YBX1, 
ATP5F1A als hub genes auffällig. Letzteres Gen stellt insbesondere auch eine Verbindung zu 
einem cluster mitchondrialer Gene her, wobei Josamycin ein mitochondrialer Effekt 
zugeschrieben wird. 𝛼-SMA (ACTA2) verbindet sich direkt mit Hub FOXO3 und auch MAML1, 
einer weiteren Verbindung zu den Mitochondrien. DKC1 wird zwischen diesen Genen selber 
zu einem hub gene, verbindet sich insbesondere zu den Hub Genen YBX1 und AATF, sowie 
vier weiteren gut vernetzten Genen. HLA-C hat nach STRING eine direkte Interaktion mit 
CXCL8. 

Zellkultur Zeitserie Mensch 
 

Im folgenden wird statt auf die PIGx Pipeline auf ein von die durch die Pipeline normalisierten 
“counts” direkt zugegriffen und die Daten werden linear modelliert; gerade bei humanen Daten 
ist der Fibrose-Marker α-SMA das entscheidende Fibrose-Kriterium; diesen betrachten wir 
zunächst. 



45  

Auswirkung Josamycin-Einwirkzeit auf Fibrose-Marker α-SMA 
 
 

 
Abbildung IBIMA 4: Bedeutung der Einwirkzeit für den Erfolg der Behandlung mit Josamycin. 
Auf der X-Achse wird die Einwirkzeit dargestellt. Die Y-Achse repräsentiert die Aktivität von α-SMA, 
einem etablierten Marker für Fibrose, besonders beim Menschen. Grün sind die Kontrollen ohne 
TGFβ-Induktion dargestellt, die gelben Spalten stehen für TGFβ und verschieden langen 
Einwirkzeiten von Josamycin. 

 
Mit dem Transkript zu α-SMA als direkten Readout für die Ausprägung einer Fibrose wird 
deutlich, dass mit zunehmender Einwirkdauer die Zelle gesundet. Die verschiedenen 
Einwirkzeiten des Wirkstoffs hatten bei der experimentellen Durchführung keinen Einfluss auf 
die Zeit, die die Proben in Kultur waren. 

 
1 Stunde Einwirkzeit von JM 

 
 baseMean log2FoldChange lfcSE padj geneName 

ENSG00000180549 0,274 29,933 5,517 0,001 FUT7 

ENSG00000212601 0,100 29,519 5,542 0,001 RNA5SP53 

ENSG00000254067 0,100 29,519 5,542 0,001 ADAM2 pseudogene 

ENSG00000100346 0,135 29,112 5,533 0,001 CACNA1I 

ENSG00000197933 110,352 1,172 0,237 0,005 ZNF823 

ENSG00000270069 115,415 -1,363 0,274 0,005 MIR222HG 

ENSG00000182263 346,911 0,697 0,153 0,029 FIGN 
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Tabelle IBIMA 13: Humane Gene, die nach einer Stunde Einwirkzeit in den Zeitserien statistisch 
signifikant auffällig sind. 

 
Wegen des in Abbildung IBIMA 4 erkennbaren Einflusses des Wirkstoffs auf die Fibrose und 
der Vielzahl an Samples, werden für größere Einwirkzeiten zu viele Gene als statistisch 
signifikant verändert erkannt, als dass eine Darstellung in Tabellenform sich anbieten würde. 

 
Für die dem Projekt nachfolgend avisierte Humanstudie werden die aus im Konsensus 
hervorgehenden Fibrose-charakteristischen Gene auf publizierte Assoziationen zwischen 
genetischer Variante und Expressions-Niveau (sogenannte eQTLs, expression QTL) gefiltert, 
um damit eine Stratifizierung einer klinischen Studie molekular-kausal vorzunehmen. 

eQTL beschreiben Auswirkungen genetischer Variationen auf die Expresssionshöhe von 
Genen. Hierzu muss das den Effekt erfahrene Gen nicht zwingend in der chromosomalen 
Nähe der genetischen Variation kodiert sein. Standard-eQTL-Analysen verlangen eine 
deutlich größere Anzahl von Samples als wir erreichen können. Aus unseren wenigen 
menschlichen Proben und auch den Kaninchen-Proben lassen sich diese eQTL mangels 
statistischer power kaum ableiten - aber wir haben die für uns auffälligen Gene identifiziert 
und können in eQTL Datenbanken nach mit diesen Genen assoziierten genetischen Varianten 
schauen. Hierzu greifen wir zurück auf die “Genotype-Tissue Expression” Datenbank (GTEx). 
Die aus dieser Datenbank gewonnenen Einsichten zu genetischen Varianten, die zu einer 
Veränderung von Genen führen, die mit der Wirkung von Josamycin assoziiert sind, können 
zu einer Stratifizierung der Patienten genutzt werden. Zusätzliche in vitro Experimente sind 
jedoch nötig zur Interpretation der von uns gefundenen Biomarker-Kandidaten, naheliegend 
wären Überexpression und Know-down Triggers dieser Gene mit einer nachfolgenden 
Beurteilung deren Auswirkung auf die Fibrose, sowie die Bestätigung anhand von 
menschlichem Material mit just dieser genetischen Veränderung. 

AP 4: Recherchen zu Verwertungsmöglichkeiten; BfArM; ODD 
 

Die Ergebnisse der regelmäßigen Marktbeobachtungen, insbesondere durch 
Literaturbeobachtung und Kongressteilnahmen, wurden unter Inanspruchnahme aller 
zeitlichen Ressourcen, erhoben. Die Beantragung der Orphan-Drug-Designation (ODD, 
entsprechend älteren Vorbildern) erfolgt anschließend. 

AP 5: Aufbau Portfolio weiterer Kandidaten – Tacrolimus als weiterer Kandidat 
 

Es wurden Tacrolimus (TM) und Halofuginon als weitere potenziell antifibrotisch wirksame 
Substanzen identifiziert. Hier wurde ein Dosis-Wirkungs-Test von Tacrolimus in humanen 
Tenon Fibroblasten durchgeführt und die mittlere effektive Konzentration (EC50) ermittelt 
(Abb. UAK 14). Der Dosis-Wirkungs-Test zeigte in Abhängigkeit der eingesetzten TM-
Konzentration eine Abnahme der Viabilität sowie eine Zunahme der Zytotoxizität im Laufe der 
Inkubationszeit. Die ermittelten IC50 Werte lagen nach 2 h Inkubationszeit bei 174 µM TM, 
nach 24 h bei 141 µM TM, nach 48h bei 114 µM TM und nach 72 h bei 113 µM TM. Aus den 
jeweiligen Probenansätzen wurde die gesamt RNA isoliert. 

Zur Messung der Viabilität (Lumineszenz) und der Zytotoxizität (Fluoreszenz) mittels 
GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader (Promega, Madison, USA) wurden 
zellbasierte multiplexfähige Lumineszenz- und Fluoreszenz- Echtzeit-Assays verwendet 
(RealTime-Glo™ MT, CellTox™ Green Cytotoxicity, Promega, Madison, USA). Für die Dosis-
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Wirkungs-Testung wurden 19 verschiedene TM- Konzentrationen aufsteigend von 10 µM bis 
500 µM auf 2500 hTF Zellen/Well eingesetzt. Jede Konzentration wurde 4-fach gemessen. 
Die Messungen wurden in regelmäßigen Abständen von 1 bis 72 h nach TM-Zugabe 
durchgeführt. Die Analyse der Daten erfolgte mittels GloMax Multi Detection System Software 
(Version 1.3.2; Promega, Madison, USA). 


