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1. Einleitung

1.1. Fragestellung

Bei der Entstehung von Netzhauterkrankungen und Komplikationen nach Eingriffen am
hinteren Augenabschnitt spielen sowohl der Glaskorper als auch dessen Adhésionen mit der
Netzhaut, insbesondere mit der Membrana limitans interna (Englisch: internal limiting
Membrane (ILM)) eine entscheidende Rolle.

Unser Anliegen war es, die Wirkung von intravitreal applizierten Enzymen auf die
Ausprigung von Kollagenfibrillen des Glaskorpers an der Membrana limitans interna
darzustellen. Dazu untersuchten wir die Netzhautoberfliche von Schweineaugen nach
intravitrealer Injektion von spezifischen und unspezifischen Proteasen mittels

Rasterelektronenmikroskopie.

1.2. Klinische Bedeutung

Ein wesentlicher Teil der heutigen Augenheilkunde besteht in der operativen Versorgung von
Erkrankungen des hinteren Augenabschnitts.

In der Vergangenheit fiihrte der Einsatz von Substanzen wie leichtem Silikondl, schwerem
Silikono6l (Perfluorohexyloctane/Polydimethylsiloxane = Densiron 68), lang wirksamen
Gastamponaden wie z.B. Schwefelhexafluorid (SF¢) und Perfluorethan (C,Fs) und schwere
Flissigkeit (Perfluorodecalin = F-Decalin (PFCL)) zu einer Verbesserung der operativen
Ergebnisse. Doch der Wunsch nach weiteren Substanzen mit dem Ziel der Verbesserung der
operativen Ergebnisse und der Prognose ist ungebrochen.

Dabei besteht ein besonderes Interesse an der enzymatischen Verfliissigung des Glaskorpers
und an der Induktion einer hinteren Glaskdrperabhebung durch minimal invasive Therapie.
Hier stellt die enzymatische Behandlung bis heute noch eine sich in der Entwicklung
befindende Methode dar.

Derzeit wird durch die Eingabe von Gewebeplasminogenaktivator eine subretinale Blutung
lysiert und mittels eines injizierten Gases aus dem Makulabereich mechanisch verdréangt.
Weitere Einsatzmoglichkeiten bestehen heute nur in der Theorie oder in der Entwicklungs-

bzw. in der Erprobungsphase. Hierdurch konnte es in der Zukunft zu einem Wandel des



therapeutischen und operativen Vorgehens im Rahmen der Versorgung von Erkrankungen des
hinteren Augenabschnitts kommen. Heute besteht das operative Vorgehen aus der
mechanischen Losung des Glaskorpers von der Netzhaut, was jedoch meist nicht vollstéindig
gelingt.[48]

Erste klinische Erfahrungen mit der enzymatischen Methode zeigen, dass die vollstindige
Entfernung der Glaskorperrinde fiir den Erfolg der Operation und fiir die Prognose von

entscheidender Bedeutung ist.[7,44,48]

1.3. Grundlagen
1.3.1. Glaskorperentwicklung und Zusammensetzung

In der Embryonalphase konnte nachgewiesen werden, dass Chondroitin-6-sulfat und
Chondroitin-4-sulfat die am haufigsten vorkommenden Glycosaminoglycane im Glaskorper
neben Hyaluronsdure darstellen. Von der fiinften bis zwolften Woche und ab der vierzigsten
Woche ist Hyaluronsdure das am hédufigsten verbreitete Glycosaminoglycan.[6] Diese
Substanzen sind sowohl im Glaskorper als auch im extraokuldren Bereich, zwischen der
zwolften bis vierzigsten Woche zusétzlich an der Retina und der Arteria hyaloidea
nachweisbar.

Kollagen Typ II kann hingegen nur im Glaskérper und im Bereich mesenchymaler Zellen
von der filinften bis siebten Woche nachgewiesen werden und wird durch Kollagen Typ II
nach der achten Woche ersetzt.[6]

Nach Abschluss der Glaskorperentwicklung besteht dieser zu 99% aus Wasser, zu 0.9% aus
niedermolekularen und zu 0.1% aus hochmolekularen Substanzen wie z.B. Hyaluronséure,
Kollagen Typ II und anderen Proteinen.[3]

Er erhélt seine gelartige Konsistenz sowie transparente und ddmpfende Eigenschaft durch die
dreidimensionale Vernetzung von Kollagenfasern, stabilisiert durch Hyaluronsiduremolekiile.
Durch Alterungsprozesse kommt es zum Kollaps der dreidimensionalen Glaskorperstruktur.
Dieser wird durch eine partielle Depolimerisation von Hyaluronséure hervorgerufen, was sich
als zunehmende Glaskorperverfliissigung nachweisen ldsst.[3,45]

Dieser Prozess ist mit fortschreitendem Alter vermehrt mit einer hinteren

Glaskorperabhebung assoziiert.[9]



1.3.2. Hintere Glaskorperabhebung (PVD)

Die Glaskorperrinde hat an der Netzhaut einige natiirliche Anheftungsstellen. Diese befinden
sich zum einen an der Glaskorperbasis (Ora serrata) und zum anderen am hinteren
Augenabschnitt im Bereich des Sehnervenkopfes (Papilla nervi optici), des gelben Flecks
(Makula), sowie entlang der groBBen GefdaBarkaden und an einigen weiteren unspezifischen
Netzhautstellen.

Die Verfliissigung des Glaskorpers (Synchisis), wie auch die Haufigkeit einer hinteren
Glaskorperabhebung (Syneresis), nimmt statistisch mit dem Alter zu, da ein enger
Zusammenhang zwischen der Verfliissigung des Glaskorpers und der Entstehung einer
hinteren Glaskdrperabhebung besteht. Der Glaskorper toleriert nur einen gewissen Grad an
Verfliissigung, dann bilden sich intravitreale Kavernen aus. Wird ein kritisches Maf
iiberschritten, so wird der Glaskorper instabil und kollabiert, wodurch es zu einer hinteren
Glaskorperabhebung kommt.[9]

Bisweilen liegt am zu operierenden Auge schon eine partielle oder vollstindige hintere
Glaskorperabhebung vor. Ist dies nicht der Fall, so wird diese intraoperativ induziert.[50]
Dies ist fiir den operativen Erfolg einer Vitrektomie von entscheidender Bedeutung, da nur so
bestehende vitreoretinale Traktionen, die bei einer Vielzahl von Netzhauterkrankungen

vorhanden sind, gelost werden konnen. [4,29]

1.3.3. Extrazelluldre Glycoproteine

Betrachtet man die vitreoretinalen Anheftungen, so konnten bisher zwei extrazelluldre
Glycoproteine nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um Fibronectin und Laminin.
Diese vermitteln die Verkniipfung von Zellen mit der extrazelluldren Matrix.

Fibronectin wurde auf der Oberfliche einer Vielzahl von Zelltypen und extrazelluldren
Matrices nachgewiesen. Es bindet mit einer hohen Affinitit an Kollagen II, Hyaluronséure,
Proteoglycane und mesenchymale Zellen. Laminin bindet bevorzugt an Kollagen Typ IV,
eine Komponente von Basalmembranen.[35]

Die Anwesenheit von Fibronectin und Laminin in der ILM deutet darauf hin, dass diese
Glykoproteine eine entscheidende Rolle in der Vermittlung von Anheftungen des Glaskorpers

an der ILM spielen.[35,51]



1.3.4. Membrana limitans interna (ILM)

Die ILM stellt die innere Basalmembran der Netzhaut dar und ist zwischen den Miillerschen -
Stiitzzellen und der Glaskorperrinde lokalisiert.[20] Sie besteht aus einem dreischichtigen
Aufbau (Lamina rara interna (Lamina lucida), Lamina densa, und Lamina rara externa) und ist
abhéngig von der Netzhautregion in ithrem Schichtaufbau variabel.[22,23,24,40] Eingebettet
sind Proteoglycane, Fibronectin, Laminin und Kollagenfasern vom Typ I und Typ 1V.[35,43]
Die Lamina rara externa stellt die Struktur dar, an welcher die vitreoretinalen Adhésionen
ansetzen. Kollagenfasern der Glaskorperrinde vom Typ II verlaufen parallel zu der
Oberflache der ILM, so dass Briicken zwischen Kollagenfasern untereinander und mit der
ILM entstehen konnen.[45] Es wird vermutet, dass die vitreoretinalen Adhisionen durch eine
extrazellulire Matrix (,,glue”, evtl. Laminin, Fibronectin) zwischen Kollagenfasern des
Glaskorpers und der Oberfliche der ILM bedingt sind.[42] Im Bereich der Glaskorperbasis
ziehen die Kollagenfasern des Glaskorpers hingegen senkrecht zur Ora Serrata.[8,45] In
diesem Bereich ist die Lamina densa diinner. Die Dicke der ILM betrégt in der Peripherie ca.
260nm, zum hinteren Pol hin nimmt sie deutlich an Dicke zu und betrigt bis zu 2500nm. Im
Bereich der Fovea, wie auch an der Papille, ist die ILM sehr diinn (ca. 20nm-
30nm).[8,22,23,31,40]

Es kann abhingig von der Lokalisation sowie vom Alter des Auges, eine unterschiedliche
Verteilung von Glycoproteinen im Bereich der ILM und der Glaskorperrinde nachgewiesen
werden. Im Bereich der Ora serrata werden nur geringe Mengen von Fibronectin
nachgewiesen.[35] Mit zunehmendem Alter steigt die Menge von Fibronectin im Bereich der
dquatorialen ILM an, wihrend am hinteren Pol der ILM schon an juvenilen Augen viel
Fibronectin und Laminin nachgewiesen werden kann. Eine zweischichtige Anordnung war in

allen Altersklassen nur am hinteren Pol der ILM darstellbar.[35]

1.3.5. Matrix Metalloproteinasen (MMP)

Es lassen sich eine Vielzahl von Matrix Metallproteinasen intraokular nachweisen. Im
Bereich der Retina lassen sich nur MMP vom Typ 1,2,3 und 9 darstellen. Sie gehoren zu der
Familie der proteolytischen Enzyme. Ebenso sind bis jetzt vier Inhibitoren (TIMPs =tissue

inhibitor of matrix metalloproteinases) bekannt. Diese hemmen die Wirkung der MMPs.[46]
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MMPs vom Typ 2 (Gelatinase A) und Typ 9 (Gelatinase B) spalten Kollagen Typ IV und
Laminin.[46] Sie werden mitunter von Miiller-Glia-Zellen gebildet.[38] Bei klinisch
signifikantem Makuladdem sind sie nachweisbar und erhdhen die Gefillpermeabilitdt durch
ihre proteolytische Wirkung an tight junctions der Gefdl3endothelzellen.[16] Ebenso lassen
sich erhohte Konzentrationen im subretinalen Raum wihrend einer Netzhautablosung
nachweisen.[17] MMP Typ 1 ist eine Kollagenase. Sie spalten fibrilldres natives Kollagen des
Typs I, I und III. Es konnte weiter MMP Typ 3 mit Stromelysinwirkung an der Retina
nachgewiesen werden. Dieses spaltet verschiedene Kollagen Typen sowie Proteoglykane und

aktiviert weitere MMPs.[46]

1.4. Pathogenese vitreoretinaler Erkrankungen

1.4.1. Einfilhrung

Dargestellt werden die epiretinale Gliose, das idiopathische vitreomakulére
Traktionssyndrom, das idiopathische Makulaforamen sowie die proliferative diabetische

Retinopathie.[12,25,47,48]

1.4.2. Idiopathische epiretinale Gliose (ERM)

Es handelt sich um die Proliferation von Zellen auf der Netzhautoberfliche. Man erkennt
klinisch eine diinne, perlmuttfarbene, immobile Oberfliche bisweilen auch mit einem
Makuladdem und vereinzelt zystischen Verdnderungen. In ca. 14% ist ein sogenanntes
Pseudoforamen nachweisbar.[5] Die exakte Rolle einer hinteren Glaskorperabhebung bei der
Entstehung einer epiretinalen Membran ist noch unklar. Einige Autoren berichten, dass 60%
bis 100% der idiopathischen epiretinalen Gliosen in Anwesenheit einer hinteren
Glaskorperabhebung entstehen.[25] Hierbei wird die Proliferation von Gliazellen und
retinalen Pigmentepithelzellen[32,47] angenommen, die durch Briiche in der ILM auf die
Oberfldche der Netzhaut gelangen. Es wird postuliert, dass diese Briiche durch eine hintere
Glaskorperabhebung induziert werden. Andere Autoren beschrieben vereinzelt epiretinale

Gliosen in Abwesenheit einer hinteren Glaskdrperabhebung.[25]
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1.4.3. Vitreomakuléres Traktionssyndrom

Die klinischen und histopathologischen Merkmale &hneln denen einer idiopathischen
epiretinalen Membran. Ein vitreomakuldres Traktionssyndrom tritt wie bei einer epiretinalen
Membran auch durch Reduktion der Sehschirfe, Metamorphopsien, Mikropsien und
Photopsien in Erscheinung. Zumeist zeigt sich eine Glaskorperabhebung peripher einer Zone,
welche Papille und Makula einschlieft und in welcher der Glaskdrper anheftet.[12] Die
Durchfiihrung einer Vitrektomie hat gezeigt, dass die Traktion im Bereich der Makula geldst
und ein Visusanstieg in den meisten Féllen erreicht werden kann.[12] Es konnten
verschiedene vitreomakuldre Pathologien bei vitreomakuldren Traktionssyndromen
nachgewiesen werden. Bei einem Typ konnten vereinzelt Zellen oder ein einschichtiger
Membrantyp auf der vitrealen Fliache der ILM nachgewiesen werden. Dieser war
biomikroskopisch transparent. Eine Verziehung (surface wrinkling) des vitreoretinalen
Interfaces war nicht erkennbar. Ein weiterer Membrantyp bestand aus mehrschichtigem
fibrozelluldirem Gewebe zumeist Myofibroblasten, welcher von der ILM durch eine Schicht
Kollagenfasern, der Glaskorperrinde abstammend, getrennt war. Diese Membran war
préoperativ und intraoperativ biomikroskopisch erkennbar.[12,39] Sie besitzt &hnliche
Eigenschaften wie die Membran in idiopatischen epiretinalen Membranen bei hinterer
Glaskorperabhebung.[12] Letztendlich ist der Mechanismus, der zu vitreomakuldrer Traktion
und zu fibrozelluldrer Proliferation fiihrt, nicht geklédrt. Jedoch scheint eine anterograde
und/oder tangentiale Traktion im Bereich der Makula fiir die Pathogenese des vitreoretinalen

Traktionssyndroms von entscheidender Bedeutung zu sein.[12,25]

1.4.4. Idiopathisches Makulaforamen

Hierbei handelt es sich um ein durch alle Schichten der Retina reichendes Loch im Bereich
der Fovea. Die Einteilung erfolgt nach Gass und beschreibt vier Stadien.[15,30] Im Stadium
eins ist eine intraretinale zystische Verdnderung nachweisbar. Die foveale Depression ist
verstrichen. Diese Verdnderungen sind mikroskopisch teils als gelbliche Verfarbung im
Bereich der Fovea zu erkennen. Das Stadium zwei, auch als frithes durchgreifendes
Makulaforamen bezeichnet, zeichnet sich durch Traktionen des prafovealen Glaskorpers aus.
Es ist ein zumeist exzentrischer sichelartiger Netzhautdefekt, welcher kleiner als 400um ist,

nachweisbar. Vereinzelt sind prafoveale Triibungen (Pseudo-Operkulum) zu erkennen. Im
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Stadium drei liegt ein durchgreifendes Makulaforamen vor. Es zieht durch alle
Netzhautschichten. Hierbei besteht ein runder Netzhautdefekt, welcher groBer als 400um ist.
Die Réinder des Loches sind typischerweise zystisch verdndert und abgehoben, die
sensorische Netzhaut verdickt. Die hintere Glaskdrpergrenzmembran ist anliegend und
vereinzelt sind prafoveale Triibungen (Pseudo-Operkulum) nachweisbar. Das Stadium vier
nach Gass ist durch eine VergroBerung des Defektes charakterisiert. Die Ridnder des Loches
sind eleviert und vereinzelt sind gelbliche Ablagerungen am Grund des Foramens zu
erkennen. Der hintere Glaskorper ist abgehoben, ein Operkulum ist in einigen Féllen tiber
dem Loch an der hinteren Glaskdrpergrenzmembran darstellbar. Es bestehen
Sehverschlechterung, Metamorphopsien und zentrale Gesichtsfelddefekte.[15,30]

Der Entstehungsmechanismus wird kontrovers diskutiert. Da bei einigen Untersuchungen in
88 bis 100% der Makulaforamen eine hintere Glaskorperabhebung festgestellt wurde, nehmen
einige Wissenschaftler an, dass der Entstehungsmechanismus entscheidend mit der hinteren
Glaskorperabhebung im Zusammenhang steht.[2]

Andere Wissenschaftler, welche hintere Glaskorperabhebungen in nur 12% bzw. 48% der
Patienten mit Makulaforamen feststellten, nehmen hingegen an, dass eine nach anterior oder
tangential gerichtete Kontraktion im prdmakuldren Bereich fiir die Entstehung verantwortlich
ist.[2]

Das Risiko, dass sich ein Makulaforamen nach vollstindiger hinterer Glaskorperabhebung
entwickelt ist sehr gering.[4] Durch die operative Versorgung von Friihstadien eines
Makulaforamens mittels Induktion einer hinteren Glaskdrperabhebung und Losung von
vitreofovealen Traktionen, wurde die Entwicklung eines durchgreifenden Makulaforamens
verhindert.[4] Bei einem bestehenden durchgreifenden Makulaforamen kann eine
Verbesserung der Sehschérfe und eine deutliche Reduktion der Metamorphopsien mittels
operativer Versorgung durch eine hintere Glaskdrperabhebung und Entfernung aller

Traktionen erzielt werden.[34]

1.4.5. Proliferative diabetische Retinopathie (PDR)

Es handelt sich um fortgeschrittene retinale Verdnderungen im Rahmen eines Diabetes
mellitus, welche sich als GefaBBneubildungen im Bereich der Papille und/oder der peripheren
Netzhaut mit oder ohne Glaskorperblutung darstellen. Ursédchlich hierfiir ist eine retinale

Ischdmie. Bei fortschreitender Glaskorperabhebung zieht der Glaskorper die neu gebildeten
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Gefille in den Glaskorperraum, wodurch Glaskorperhdmorrhagien und traktive rhegmatogene
Netzhautablosungen verursacht werden konnen.[29] Dies kann auch nach durchgefiihrter
panretinaler Laserkoagulation bei inkompletter Glaskorperabhebung der Fall sein.[29] Hier
nimmt zumeist die Traktion induziert durch eine verstirkte Glaskorperabhebung zu, was
haufig eine anschlieBende Vitrektomie erforderlich macht. Es konnte gezeigt werden, dass
eine vollstdndige hintere Glaskorperabhebung, altersbedingt oder operativ[36] hervorgerufen,
einen protektiven Einfluss auf die GefdBproliferation hat, da die Oberflaiche der hinteren
Glaskorperrinde bei fehlender oder nur partieller Glaskdrperabhebung eine fiir die
Proliferation bahnende Struktur darstellt.[1,29,31]

Die ILM kann bei diabetischer Makulopathie verdickt sein. Als Ursache hierfiir wird ein
Anstieg der extrazelluliren Matrix Komponenten (Fibronectin, Laminin, Kollagen Typ I, IIL,

IV und V) sowie zelluldrer Komponenten verantwortlich gemacht.[14,41]

1.5. Enzyme
1.5.1. Grundlagen

Die verwendeten Enzyme sollen ein Kollabieren des Glaskorpers durch eine
Glaskorperverfliissigung  (Synchisis) bei  gleichzeitiger hinterer Glaskorperabhebung
(Syneresis) hervorrufen. Dies wird als pharmakologische Vitreolyse bezeichnet.[44] Tritt nur
eine Synchisis ohne Syneresis auf, kann dies Komplikationen, wie bei einigen vitreoretinalen
Erkrankungen im Spontanverlauf bekannt, hervorrufen. Hierzu gehdrt die traktive
Makulopathie, das Makulaforamen sowie das Netzhautforamen, welche durch eine Synchisis
bei bestehen bleibenden Glaskorperanheftungen verursacht werden.

Synchisis und Syneresis sollen durch den Einsatz von Enzymen induziert werden. Dabei
wurden in den bisherigen Untersuchungen Hyaluronidase, Dispase, Gewebeplasminogen-
aktivator, Chondroitinase ABC und Plasmin herangezogen.

Hierbei stellen Plasmin und Dispase unspezifische, Chondroitinase ABC und Hyaluronidase
spezifische Proteasen dar.[44,48,51] Sie entwickeln ihre enzymatische Aktivitit gegeniiber
Glycosaminoglycanen. Dispase wirkt an Fibronectin und an Kollagen Typ IV. Plasmin wirkt
auf Fibronectin und Laminin, welche Komponenten des vitreoretinalen Zwischenraums
darstellen. Kollagen Typ IV spaltende Eigenschaften wurden bisher bei Plasmin nicht

nachgewiesen.[51]
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Die Morphologie der ILM soll durch den Einsatz von Enzymen an der ILM moglichst
unbeeinflusst bleiben. Jedoch konnen Proteasen durch ihre Wirkung zu strukturellen
Verianderungen der ILM sowie der Netzhaut flihren, so auch beim Einsatz der Pronase, einer
unspezifischen Protease. Hier konnte eine Destruktion der ILM, sowie deutliche
Verdanderungen der Retina und ihrer Photorezeptoren nachgewiesen werden. Ebenso bei der
Kollagenase, bei welcher oberflichliche retinale Verdnderungen nachgewiesen werden

konnten.[7,22]

1.5.2. Spezifische Proteasen
1.5.2.1. Hyaluronidase

Hyaluronidase stellt eine spezifische Protease dar, welche Hyaluronsdure an der C1 Bindung
der Glycosamin-Gruppe spaltet. Dadurch wird eine Abnahme der Viskositdt des Glaskorpers
und daraus resultierend eine Glaskdrperverfliissigung erreicht.[21,22,27] Die Hyaluronidase
induziert jedoch keine hintere Glaskorperabhebung.[27] Im Rahmen einer Tierstudie wurden
keine morphologischen und histopathologischen Verdnderungen der Retina bis zu einer
untersuchten Maximaldosis von 150IU Hyaluronidase (ACS-005) festgestellt. Es zeigte sich
bei der Fluoreszensangiographie bei der untersuchten Maximaldosis von 150IU sieben Tage

nach Applikation ein unspezifischer Austritt von Fluoreszein entlang der Gefid3e.[33]

1.5.2.2. Chondroitinase ABC

Chondroitinsulfat ist wie Hyaluronsédure ein Glycosaminoglycan, jedoch im Glaskorper nur in
geringer Menge nachweisbar, da primédr wahrend der Embryonalentwicklung in der 6 bis 40
Schwangerschaftswoche vorhanden.[6,22] Chondroitinsulfat hat eine Grofe von 240kDa und
spielt eine Rolle im Bereich der vitreoretinalen Grenzfliche. Chondroitinase ist eine
substratspezifische Protease und greift am Chondroitinsulfat an. Man konnte zeigen, dass
nach Applikation von 20 - 10.000IU/ml eine Abhebung des Glaskorpers, sowohl am hinteren
Pol wie auch an der Glaskdrperbasis und an der Linsenriickfliche am Affenauge induziert
wurde.[19] Die ILM war morphologisch unverdndert. Im Elektroretinogramm zeigten sich
gegeniiber einer Kontrollgruppe keine Verdnderungen der Latenzen sowie der

Amplituden.[19] Auf der Oberfliche der ILM war ein feines Netzwerk aus Kollagenfasern
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nachweisbar. Andere Wissenschaftler konnten keine hintere Glaskorperabhebung nach

Injektion von Chondroitinase in Schweineaugen nachweisen.[26]

1.5.3. Unspezifische Proteasen
1.5.3.1. Dispase

Dispase ist eine 35.9kDa schwere Protease und spaltet Kollagen Typ IV sowie Fibronectin,
wohingegen keine Wirkung an Laminin und Kollagen Typ V und Typ VII besteht.[48] In
Gegenwart von Serum wird Dispase nicht deaktiviert, sondern behilt ihre enzymatische
Aktivitdt bei. Eine Konzentration von mehr als 0.1U/ml Dispase erzeugte in mehr als 90% der
untersuchten Schweineaugen und humanen post-mortem Augen nach 120 Minuten eine
partielle oder vollsténdige hintere Glaskorperabhebung bei fehlender
Glaskorperverfliissigung.[48] In der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) waren
keine Kollagenfibrillen des Glaskorpers an der ILM mehr nachweisbar, jedoch fehlte die
Lamina rara externa der ILM und die Lamina densa war nur noch als amorphe granulire
Schicht darstellbar.[48] In anderen Untersuchungen zeigten sich an Schweineaugen keine
strukturellen Verdnderungen im Aufbau der ILM nach Gabe von 50pg Dispase.[42] Im
Rahmen einer weiteren Studie wurde an Méauseaugen ein erhdhtes Risiko von intravitrealen

Hémorrhagien nach Gabe von Dispase nachgewiesen.[49]

1.5.3.2. Plasmin und Mikroplasmin

Humanes Plasmin, eine unspezifische Protease, spaltet eine Vielzahl von Glycoproteinen,
unter anderem Fibronectin und Laminin.[37] In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
porcines Plasmin eine vollstandige Spaltung der vitreoretinalen Verbindungen im Bereich des
hinteren Pols und des Aquators hervorruft, nicht jedoch im Bereich der
Glaskorperbasis.[10,11] Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass Plasmin nicht durch eine
sekunddre Aktivierung von Kollagenasen die Spaltung der vitreoretinalen Verbindungen
hervorruft.[10,11] Weiter konnte ein direkter Zusammenhang zwischen der Konzentration des
Enzyms und der Inkubationszeit in Bezug auf den Umfang der vitreoretinalen Separation

nachgewiesen werden.[11] Dieses wurde ebenfalls an Kaninchen nach zusétzlicher Eingabe
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von Schwefelhexaflorid-Gas (SF¢) nachgewiesen.[28] Eine morphologische Verdnderung der
ILM konnte bis zu der getesteten Maximaldosis von 2IU Plasmin bei einer Inkubationszeit
von 30 Minuten nicht nachgewiesen werden.[10] Nach Gabe von humanem Plasmin ist im
Elektroretinogramm eine Abnahme der Amplitude der b-Welle zu registrieren, welche sich im
zeitlichen Verlauf wieder normalisiert. Es wird die erhohte Osmolaritit der humanen
Plasminlosung fiir diese Verdnderung verantwortlich gemacht.[51] Ebenso konnten vereinzelt
hintere Linsentriibungen nach Gabe von porcinem (0.18IU) oder humanem (1,3IU) Plasmin
nachgewiesen werden.[26]

Die Wirkung von humanem Plasmin nimmt {iber die Zeit ab und ist nach 24 Stunden
unterhalb der Nachweisgrenze.[51]

Rekombinantes Microplasmin, ein in seiner Ultrastruktur verdndertes Plasmin, enthélt die
enzymatisch wirksamen Proteinstrukturen von Plasmin und besitzt dessen Eigenschaften. Das
Molekulargewicht von Microplasmin ist mit 28kDa niedriger als das von Plasmin mit

88kDa.[13]
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2. Material und Methodik

2.1. Material
2.1.1. Enzyme

Im Rahmen der Untersuchung wurden drei Enzyme eingesetzt.

1. Chondroitinase ABC von Proteus vulgaris in einer Konzentration von 0,3-3 IU/mg
Salz (Sigma-Aldrich Prod.-Nr.C2905)

2. Dispase (Protease) von Bacillus polymyxa in einer Konzentration von 0,4IU/mg Salz
(Sigma-Aldrich Prod.-Nr.P3417)

3. Rekombinantes Microplasmin 62,5ug (ThromboGenics Ltd., Dublin, Irland)

2.1.2. Schweineaugen

Die Augen von erwachsenen Schweinen wurden am lokalen Schlachthof unmittelbar nach der
Tétung und vor der Uberbriihung der Schweine paarweise entnommen. Es wurden
Schweineaugen verwendet, da sie in vorangegangenen Untersuchungen eine dichte

Glaskorperrinde mit starken Anheftungen an der ILM zeigten.[18]

2.1.3. Losungsmittel

Fiir die Untersuchung wurde Calcium und Magnesium freie - Phosphat gepufferte Losung
(CMF - PBS) sowohl als Losungsmittel der Salze als auch zur Volumensubstitution zur
Kontrolle am Partnerauge verwendet. In einer weiteren Serie wurde neutrale Salzlosung -
Glucose und Glutathiondifulfid (BSS - Plus) als Losungsmittel der Salze und fiir das

Partnerauge zur Volumensubstitution verwendet.
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2.2. Methodik

2.2.1. Praparateaufbereitung

Die enukleierten Schweineaugen wurden auf Eis gelagert und sofort ins Labor transportiert,
von umgebendem Gewebe freipréapariert und im Inkubator bei 37°C fiir 15 Minuten erwérmt.
Es wurde jeweils 0,2ml der zu untersuchenden Substanz iiber eine Injektion im Bereich der
Pars plana des Ziliarkdrpers in das Zentrum des Glaskorperraumes unter Sichtkontrolle
appliziert. Das zu verabreichende Enzym wurde entweder in CMF - PBS oder in BSS - Plus
geldst und anschlieBend so aufbereitet, dass die zu applizierende Konzentration in 0,2ml des
Losungsmittels vorlag. In das Partnerauge wurde die gleiche Menge an nativem
Losungsmittel als Kontrolle appliziert. Die so préparierten Augen wurden flir weitere 30
Minuten bei 37°C inkubiert.

AnschlieBend wurde den Augen jeweils 0,2ml Formaldehyd 4% iiber die Pars plana
verabreicht um eine schnelle und sichere Enzyminaktivierung zu erreichen. Dann wurden die
Augen fiir 24 Stunden in Formaldehyd 10% gelagert.

Jedes Auge wurde mittels dreier Sklerotomien zerteilt. Die erste Sklerotomie erfolgte
limbusparallel, anterior des Aquators. Am posterioren Priparat wurden die zwei weiteren
Sklerotomien in anteriorer - posteriorer Richtung durchgefiihrt, so dass drei nahezu
gleichbreite Schnittprdparate entstanden. Hieraus wurden zwei Stanzbiopsien der Netzhaut
(Durchmesser 6mm) mit einem Hornhauttrepan gewonnen, eine aus dem Bereich des hinteren
Pols vom zentralen Schnittpraparat, die andere dquartornah aus einem der beiden peripheren
Schnittpriparate. Diese Stanzen wurden bis zur weiteren Aufbereitung in Formaldehyd 10%
konserviert.

In einer gesondert durchgefiihrten Untersuchung wurde die entsprechende Menge
Microplasmin in 0,2ml BSS - Plus geldst und injiziert. In das Kontrollauge wurde 0,2ml
natives BSS - Plus appliziert. Der sonstige Versuchsaufbau entsprach dem zuvor

beschriebenen.

2.2.2. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Um die Netzhautstanzen im Rasterelektronenmikroskop zu untersuchen, wurden sie in einer

Alkoholreihe mit Konzentrationen von 30%, 50%, 70%, 80%, 95% und 100% aufsteigend
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behandelt. Jede Alkoholstufe wurde zweimal fiir jeweils 15 Minuten durchlaufen, so dass das
10%ige Formaldehyd vollstindig ausgewaschen wurde. Nachdem die Prédparate in reinem
Alkohol vorlagen, wurden sie kritisch punktgetrocknet. Dies geschah unter erhohtem Druck
und CO, Eingabe. Hierzu wurde das CPD 030 (Balzer, Lichtenstein) verwendet. Die
getrockneten Proben wurden auf selbstklebenden Trigern fixiert und in einem weiteren
Schritt durch eine ,,Bespatterung“ (Polaron, GroBbritannien) mit einer 30nm dicken
Goldschicht bedampft. So vorbereitet konnten sie im Rasterelektronenmikroskop JSM-35 CF
(Jeol, Japan) untersucht werden. Bei einem Vakuum von 10 mbar wurden die Oberflichen in
verschiedenen VergroBerungen betrachtet. Zur Auswertung der einzelnen Proben wurden
diese in den Vergroferungen 200-fach, 1000-fach und 3600-fach auf Fotos dokumentiert.
Hierfiir stand der Fotoapparat Mamiya 6x7 (Mamiya, Japan) mit FP4 Plus (Ilford, USA)

Filmen zur Verfligung.

2.2.3. Auswertung

Die Auswertung wurde nach Entwicklung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
vorgenommen. Es wurde die Beschaffenheit der Netzhautoberfldche beurteilt.

Die Einteilung erfolgte nach der Anzahl der noch an der ILM anheftenden Kollagenfibrillen
oder Glaskorperresten. Die Praparate wurden in vier Kategorien eingeteilt: Dreifach positiv
(+++) bedeutete ein Aufliegen des Glaskorpers auf der Retina oder ein kontinuierliches Netz
von Kollagenfibrillen. Zweifach positiv (++) bedeutete ein nicht kontinuierliches Netz von
Kollagenfibrillen auf der Oberfliche der ILM. Bei einfach positiv (+) waren nur noch
vereinzelte Kollagenfibrillen auf der ILM erkennbar. Bei der Kategorie einfach negativ (-)

war eine glatte ILM ohne Kollagenfibrillen oder Glaskorperresten nachweisbar.

2.3. Einteilung

Die Einteilung der Préiparate erfolgte nach verwendetem Enzym (Chondroitinase ABC,
Dispase und Microplasmin), der applizierten Enzymkonzentration, sowie verwendetem
Losungsmittel (CMF - PBS oder BSS - Plus). Das Partnerauge wurde immer mit dem
entsprechenden nativen Losungsmittel entweder CMF - PBS oder BSS - Plus, ebenfalls
0,2ml, behandelt. Dieses stellte die Kontrollgruppe dar.
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2.3.1. Chondroitinase ABC

Das als Salz vorliegende Enzym Chondroitinase ABC von Proteus vulgaris 0,3-31U/mg Salz
(Sigma-Aldrich Prod.-Nr.C2905) wurde zur Untersuchung in CMF - PBS gelost und so
verdiinnt, dass zwei Enzymkonzentrationen entstanden. Zum einen 1Unit pro 0,2ml und
5Units pro 0,2ml.

Es wurden jeweils drei Augen mit der jeweiligen Enzymkonzentration injiziert. Das

Partnerauge erhielt natives CMF - PBS. [Tab.1]

Tabelle 1: Applizierte Konzentration von Chondroitinase ABC in CMF - PBS gelost

Anzahl Enzymkonzentration von Losungsmittel
der Augenpaare Chondroitinase ABC
3 1 Unit CMF - PBS
3 5 Units CMF - PBS

2.3.2. Dispase

Dispase (Protease) von Bacillus polymyxa in einer Konzentration von 0,41U/mg Salz (Sigma-
Aldrich Prod.-Nr.P3417) wurde ebenfalls in CMF - PBS gelost und so verdiinnt, dass zwei
Konzentrationen vorlagen. So wurden 1Unit pro 0,2ml und 5Units pro 0,2ml hergestellt.
Jeweils drei Augen wurden mit der entsprechenden Konzentration injiziert. Das Partnerauge

erhielt 0,2ml CMF - PBS. [Tab. 2]

Tabelle 2: Applizierte Konzentrationen von Dispase in CMF - PBS gelost

Anzahl Enzymkonzentration von Losungsmittel
der Augenpaare Dispase
3 1 Unit CMF - PBS

3 5 Units CMF - PBS
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2.3.3. Microplasmin

Bei dieser Untersuchungsreihe verwendeten wir zwei verschiedene Losungsmittel fiir das
Enzym. Zum einen CMF - PBS und zum anderen BSS - Plus. In das Kontrollauge wurde

jeweils nur das native Losungsmittel injiziert.

2.3.3.1. Microplasmin geldst in Calcium und Magnesium freier - Phosphat gepufferter
Losung (CMF - PBS)

Das Microplasmin wurde in CMF - PBS gel6st und verdiinnt. Es wurde jeweils in drei Augen
zu 62,5pg (1Unit), 125pug (2Units), 187,5ug (3Units) und 250pg (4Units) injiziert. Die
Partneraugen erhielten jeweils 0,2ml vom nativen CMF - PBS. [Tab. 3]

Tabelle 3: Applizierte Dosis von Microplasmin in CMF - PBS gel6st

Anzahl Dosis von Microplasmin Losungsmittel
der Augenpaare (ng)
3 62,5 CMF - PBS
3 125 CMF - PBS
3 187,5 CMF - PBS

3 250 CMF - PBS
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2.3.3.2. Microplasmin gelost in neuraler Salzlosung - Glucose und Glutathiondisulfid
(BSS - Plus)

In dieser Versuchsreihe wurde das Microplasmin in BSS - Plus so geldst, dass 250ug (4Units)
Microplasmin in 0,2ml Losungsmittel vorlagen. Es wurden dann jeweils 0,2ml in drei Augen

injiziert. Das Partnerauge erhielt 0,2ml des nativen Losungsmittels BBS - Plus. [Tab.4]

Tabelle 4: Applizierte Dosis von Microplasmin geldst in BSS - Plus

Anzahl Dosis von Microplasmin Losungsmittel
der Augenpaare (ng)

3 250 BSS - Plus
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3. Ergebnisse

3.1. Makroskopische und mikroskopische Befunde

Im Gegensatz zu humanen Augen zeigt sich in den Schweineaugen eine verdnderte
Gefallversorgung der Netzhaut. Hierbei besteht keine Zentralarterie per se, sondern es lassen
sich drei Arteriendste erkennen. Des Weiteren besitzt das Schweineauge eine dickere

Glaskorperrinde mit starken Anheftungen an der ILM. [18]

3.2. Rasterelektronenmikroskopie
3.2.1. Chondroitinase ABC

Bei mit Chondroitinase ABC behandelten Bulbi sind in 1/6 Priparaten am hinteren Pol und in
5/6 Priparaten im Bereich des Aquators Anheftungen von Glaskdrperresten nachweisbar. Bei
niedriger Enzymkonzentration 1Unit pro 0,2ml ist im Préparat Nr.2 eine Glaskorperrinde oder
ein kontinuierliches Netz von Kollagenfibrillen erkennbar, in den Priparaten Nr.1 und Nr.3
zeigt sich ein nicht kontinuierliches Kollagenfasernetz. Im Bereich des Aquators ist an allen
drei Priparaten Nr.1, Nr.2 und Nr.3 eine Glaskorperanheftung nachweisbar. Auch bei hoherer
Konzentration von 5Units pro 0,2ml sind in den Pridparaten Nr.4 und Nr.5 [Abbildungen 1
und 2] Glask&rperanheftungen am Aquator zu erkennen. Im Priiparat Nr.6 [Abbildung 3] stellt
sich ein nicht kontinuierliches Netz aus Kollagenfibrillen dar. Auch die Priparate des hinteren
Pols Nr.4 [Abbildung 4], Nr.5 und Nr.6 zeigen ein nicht kontinuierliches Netz aus
Kollagenfibrillen.

In der Kontrollgruppe zeigt sich bei 5/6 Préparaten am hinteren Pol und bei 4/6 Praparaten im
Bereich des Aquators Glaskdrperanheftungen. Bei Priparat Nr.3 sieht man ein nicht
kontinuierliches Netzwerk aus Kollagenfibrillen am hinteren Pol. Am Aquator sind bei
Priparat Nr.4 einzelne Kollagenfibrillen und bei Préparat Nr.5 ein nicht kontinuierliches Netz

aus Kollagenfasern erkennbar. [Tab. 5]
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Tabelle 5: Glaskorperreste nach Chondroitinase ABC Eingabe

Nummer und Glaskorperreste
Konzentration von
Chondroitinase ABC behandelte Augen Kontrollaugen
hinterer Pol Aquator hinterer Pol Aquator

1 1 Unit ++ +++ +++ +++
2 1 Unit +++ +++ +++ +4++
3 1 Unit ++ +++ ++ +++
4 5 Units ++ +++ +++ +
5 5 Units ++ +++ +++ ++
6 5 Units ++ ++ +++ +4++

++4++ : Glaskdrperrinde oder kontinuierliches Netz von Kollagenfibrillen
++ : nicht kontinuierliches Netz von Kollagenfibrillen
+ : einzelne Kollagenfibrillen

- ¢ keine Kollagenfibrillen, glatte ILM
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3.2.2. Dispase

Die mit Dispase behandelten Bulbi zeigen bei einer Enzymkonzentration von 1Unit/0,2ml in
2/3 Priparaten am hinteren Pol und in 2/2 (3) Priparaten am Aquator Glaskdrperreste. Bei
einer Konzentration von 5Units/0,2ml bestehen in 0/3 Praparaten am hinteren Pol und bei 2/3
Priparaten am Aquator Anheftungen. Bei niedriger Dosierung sind in den Priiparaten Nr.1
[Abbildung 5] und Nr.2 am hinteren Pol Glaskdrperreste zu erkennen. Im Prdparat Nr.3
[Abbildung 6] sind einzelne Kollagenfibrillen auf der Oberfliche der ILM nachweisbar. Im
Bereich des Aquators sind in Priparat Nr.2 und Nr.3 Glaskdrperreste zu erkennen. Im
Priparat Nr.1 [Abbildung 7] zeigt sich eine aufgerissene Oberfliche der ILM. Dieses Priparat
wurde nicht weiter beurteilt. Bei hoherer Dosierung zeigt sich in den Priparaten Nr.4
[Abbildung 8], Nr.5 und Nr.6 am hinteren Pol eine glatte ILM ohne Auflagerungen von
Kollagenfibrillen. Am Aquator ist im Priparat Nr.6 [Abbildung 9] ebenfalls eine glatte ILM
erkennbar. In den Priparaten Nr.4 [Abbildung 10] und Nr.5 liegt ein nicht kontinuierliches
Netz von Kollagenfibrillen auf der Oberflache der ILM.

In der Kontrollgruppe kann am hinteren Pol in 5/5 (6) Priparaten und am Agquator in 3/6
Priparaten ein anheftender Glaskorper nachgewiesen werden. Das Préparat Nr.4 zeigt eine
aufgerissene Oberfldche der ILM am hinteren Pol. Das Priparat wurde nicht weiter beurteilt.
Am Aquator zeigt sich in den Priparaten Nr.2, Nr.5 [Abbildung 11] und Nr.6 eine
Glaskorperanheftung, bei den Praparaten Nr.3 und Nr.4 [Abbildung 12] stellt sich ein nicht
kontinuierliches Netz aus Kollagenfibrillen dar. Im Prdparat Nr.1 sind einzelne

Kollagenfibrillen erkennbar. [Tab.6]
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Tabelle 6: Glaskorperreste nach Dispaseeingabe

Nummer und Glaskorperreste
Konzentration von
Dispase behandelte Augen Kontrollaugen
hinterer Pol Aquator hinterer Pol Aquator

1 1 Unit +++ zerrissen +++ +

2 1 Unit +++ +++ +++ +4++
3 1 Unit + +++ +++ ++

4 5 Units - ++ zerrissen ++

5 5 Units - ++ +++ +++

6 5 Units - - 4t T4+

+++ : Glaskdrperrinde oder kontinuierliches Netz von Kollagenfibrillen
++ : nicht kontinuierliches Netz aus Kollagenfibrillen
+ : einzelne Kollagenfibrillen

- ¢ keine Kollagenfibrillen, glatte ILM
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3.2.3. Microplasmin

3.2.3.1. Microplasmin geldst in Calcium und Magnesium freier - Phosphat gepufferter
Losung (CMF - PBS)

Bei der Auswertung der Priparate zeigen sich in den Dosierungen 62,5ug, 125pug und
187,5ug am hinteren Pol in 7/9 Priiparaten und am Aquator in 8/9 Priparaten Glaskdrperreste.
Im Préparat Nr.3 sind einzelne Kollagenfibrillen, im Préparat Nr.5 [Abbildung 13] ist eine
glatte ILM am hinteren Pol nachweisbar.

In der Kontrollgruppe bestehen am hinteren Pol in 8/9 Priparaten und am Aquator in 9/9
Praparaten Glaskorperanheftungen. Im Préparat Nr.4 ist am hinteren Pol ein nicht
kontinuierliches Netz aus Kollagenfibrillen erkennbar.

Bei den Priparaten mit 250pg Microplasmin ist in 2/3 Pridparaten eine glatte Oberfldche der
ILM am hinteren Pol erkennbar. Dies sind Pridparate Nr.11 und Nr.12 [Abbildung 14].
Priparat Nr.10 [Abbildung 15] zeigt ein nicht kontinuierliches Netzwerk von
Kollagenfibrillen. Am Aquator sind ebenfalls 2/3 Priparate mit einer glatten ILM zu
erkennen. Dies sind Priparate Nr.10 und Nr.12 [Abbildung 16], wohingegen Préparat Nr.11
[Abbildung 17] vereinzelt Kollagenfibrillen auf der Oberfldche aufweist.

In der Kontrollgruppe ist am Aquator in 3/3 Priparaten eine anheftende Glaskdrperrinde
erkennbar, wie z.B. bei Priaparat Nr.12 [Abbildung 18].

Am hinteren Pol sind 3/3 Priparate ohne nachweisbare Kollagenfibrillen, wie z.B. Priparat
Nr.11 [Abbildung 19]. Thre Oberflichen =zeigen Verdnderungen im Sinne eines

Schrumpfungsprozesses, sie sind unregelméfig. [Tab.7]
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Tabelle 7: Glaskorperreste nach Microplasmineingabe geldst in CMF - PBS

Nummer und Dosis von Glaskorperreste

Microplasmin (pg) gelost
in CMF - PBS behandelte Augen Kontrollaugen

hinterer Pol Aquator hinterer Pol Aquator

1 62,5 +++ + +++ +++
2 62,5 +++ +++ +++ +4++
3 62,5 + +++ +++ +++
4 125 +++ +++ ++ +++
5 125 - +++ +++ +++
6 125 +++ +++ +++ +4++
7 187,5 +++ +++ +++ +++
8 187,5 +++ +++ +++ +4++
9 187,5 +++ +++ +++ +++
10 250 ++ - - (%) +++
11 250 - + - (%) +4+
12 250 - - - (%) N

+++ : Glaskdrperrinde oder kontinuierliches Netz von Kollagenfibrillen
++ : nicht kontinuierliches Netz von Kollagenfibrillen
+ : einzelne Kollagenfibrillen
- ¢ keine Kollagenfibrillen, glatte ILM
(*) : unregelmiBige Oberfliche der [LM
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3.2.3.2. Microplasmin geldst in neutraler Salzlésung - Glucose und Glutathiondisulfid
(BSS - Plus)

Nachdem eine glatte Oberfldche in den Préparaten mit 250ug Microplasmin geldst in CMF -
PBS dargestellt werden konnte, fiihrten wir den gleichen Versuch mit 250pg Microplasmin
gelost in BSS - Plus durch.

Hierbei zeigt sich in allen Priparaten, sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den mit
Enzym behandelten Augen, eine strukturelle Verédnderung der ILM Oberfldche. Sie ist in der
grofiten VergroBerung unregelmifig und stammt am ehesten von Schrumpfungsprozessen.
Bei den Priparaten mit 250pg Mikroplasmin ist im Bereich des hinteren Pols, Préparat Nr.1
[Abbildung 20] und auch am Aquator, Priparat Nr.1 [Abbildung 21] jeweils in 3/3 Préparaten
eine unregelmifige ILM Oberfliche ohne Kollagenfibrillen oder Glaskoperanheftungen
erkennbar.

In der Kontrollgruppe ist am hinteren Pol bei 2/3 Préparaten eine unregelméfige ILM
Oberfliche ohne Auflagerungen erkennbar. Im Préparat Nr.2 [Abbildung 22] liegt ein
kontinuierliches Netz aus Kollagenfibrillen wund Glaskorperrindenresten auf der
unregelméBigen ILM Oberflédche.

Im Bereich des Aquators ist in 1/3 Priiparaten eine unregelmiBige ILM Oberfliche ohne
Auflagerungen erkennbar. Dies ist Praparat Nr.2 [Abbildung 23]. In den Préparaten Nr.1 und
Nr.3 [Abbildung 24] zeigt sich bei unregelmiBiger ILM Oberflidche ein nicht kontinuierliches
Netz aus Kollagenfibrillen. [Tab.§]
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Tabelle 8: Glaskorperreste nach Microplasmineingabe geldst in BSS - Plus

Nummer und Dosis von Anzahl von Glaskdrperreste
Microplasmin (pg) gelost
in BSS - Plus behandelte Augen Kontrollaugen
hinterer Pol Aquator hinterer Pol Aquator
1 250 - (%) - (%) - (%) ++ (%)
2 250 - (%) - (%) t++ (%) - (%)
3 250 - (%) - (%) - (%) (%)

+++ : Glaskdrperrinde oder kontinuierliches Netz von Kollagenfibrillen
++4 : nicht kontinuierliches Netz von Kollagenfibrillen
+ : einzelne Kollagenfibrillen
- . keine Kollagenfibrillen, glatte ILM
(*) : unregelméBige Oberfliche der ILM
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4. Diskussion

Durchforscht man die Literatur, so sind verschiedene Enzyme mit Einfluss auf den
Glaskorper beschrieben worden. Dies sind zum einen spezifische und zum anderen
unspezifische Proteasen. Beide haben unterschiedliche Wirkungen auf den Glaskdrper und

dessen Grenzflachen sowie auf die extrazelluldare Matrix.

Im Rahmen dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die spezifische Protease
Chondroitinase ABC keine hintere Glaskorperabhebung bei einer Dosierung von 5Units
bewirkt. Die unspezifischen Proteasen Dispase bei SUnits und Microplasmin bei einer
Dosierung von 4Units hingegen konnen eine hintere Glaskdrperabhebung mit einer glatten

ILM bzw. mit vereinzelt aufgelagerten Kollagenfibrillen hervorrufen.

Es wurden erwachsene Schweineaugen verwendet, da sich schon in anderen Studien zeigte,
dass diese eine dichte Glaskorperrinde mit einer starken Adhdrenz besitzen, und von

spontanen hinteren Glaskorperabhebungen nicht berichtet wurde.[40]

HAGEMAN et al.[19] beschrieben an Affenaugen und humanen post-mortem Augen, dass
der FEinsatz der spezifischen Protease Chondroitinase ABC in Kombination mit einer
Vitrektomie bei einer epiretinalen Membranbildung die Notwendigkeit der mechanischen
operativen Entfernung {iiberfliissig werden l4sst. Hierbei kam es neben einer hinteren
Glaskorperabhebung auch zu einer Abhebung des Glaskorpers im Bereich der
Glaskorperbasis und im Bereich der Linsenriickfliche. Die untersuchte ILM war
morphologisch intakt. Die in dieser Untersuchungsreihe verwendete Dosierung (20-10.0001U)
lag deutlich tiber der in unserer Untersuchungsreihe verwendeten Dosierung.

HEEGAARD et al.[22] zeigten an Affenaugen in einer zuvor durchgefiihrten Untersuchung
des Aufbaus der ILM, dass nach Behandlung der ILM mit Chondroitinase ABC sich keine
strukturellen Verdnderungen nachweisen lieBen. Die Wirkung von Chondroitinase ABC
besteht in einer Spaltung von Chondroitinsulfat und dieses Glycosaminoglycan liegt nur in

einer sehr geringen Konzentration in der ILM vor.[22,44]



32

In unserer Untersuchung konnte die unspezifische Protease Chondroitinase ABC in einer
Maximaldosierung von 5 Units keine hintere Glaskdrperabhebung hervorrufen. Es waren
multiple Glaskorperanheftungen in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
nachweisbar. Wir wihlten eine fiinffach hohere Konzentration von Chondroitinase ABC im
Vergleich zu einer zuvor durchgefiihrten Untersuchung von HERMEL et al.[26] in welcher

kein Effekt an der vitreoretinalen Grenzflache festgestellt werden konnte.

Ein weiteres Glycosaminoglycan ist die Hyaluronsédure. AZUMA et al.[6] zeigten, dass dieses
das am haufigsten im Glaskdrper vorkommende ist und in hoher Konzentration insbesondere
im Kern des Glaskorpers vorliegt. Es ist fiir dessen Viskositit durch die Verflechtung von
Kollagenfibrillen untereinander verantwortlich.

HIKICHI et al.[27] zeigten an Kaninchenaugen, dass die Hyaluronidase jedoch nicht eine
Reduktion der Adhédsionen zwischen Glaskorper und ILM bewirkt, da ihr eine Wirkung auf
Fibronectin, Laminin und Kollagen Typ IV fehlt. Eine vermehrt nachgewiesene hintere
Glaskorperabhebung war mit groBer Wahrscheinlich durch die gesteigerte Mobilitit des
verfliissigten Glaskorpers sekundir induziert worden, da auf der Oberfliche der ILM
verbliebene vitreale Kollagenfibrillen nachgewiesen werden konnten. HAROONI et al.[21]
beschrieben schon einige Jahre zuvor bei Kaninchenaugen eine Glaskorperverfliissigung mit
anschlieBender hinterer Glaskorperabhebung, jedoch untersuchten die Autoren die ILM nur
mittels histologischer Schnittpréparate. So war ein Nachweis von vitrealen Kollagenfibrillen
auf der ILM nicht moglich. Von den Autoren HIKICHI et al.[27] wurde der Effekt einer
Verfliissigung des Glaskdrpers ohne gleichzeitig einhergehender Separation der
Glaskorperrinde von der ILM kritisch beurteilt, da dies zu vitreoretinalen Traktionen am
hinteren Pol und in der Peripherie zu entsprechenden Komplikationen, wie Netzhautrisse und
Netzhautablosung fithren kann.

HEEGARD et al.[22] konnten an Affenaugen Verdnderungen nach einer Behandlung mit
Hyaluronidase auf der ILM nachweisen. Das fibrillire Netzwerk der ILM erschien

unregelméfBig und darauf waren kugelformige Gebilde nachweisbar.

Betrachtet man unspezifische Proteasen, so zeigt sich ein deutlicher Unterschied gegeniiber

den zuvor betrachteten spezifischen Proteasen.
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Die ILM der Affenaugen war durch die Behandlung mit Kollagenase wie HEEGARD et
al.[22] zeigten deutlich verdndert. Es war flockiges Material auf einem zerrissenen Netzwerk
der ILM nachzuweisen. Die deutlichsten Verdnderungen waren durch Pronase verursacht
worden. Die ILM war groBteils zerstort, es war nur noch ein feines flockiges Material ohne

Nachweis des urspriinglichen ILM Aufbaus nachweisbar.

Dispase hingegen, ebenfalls eine unspezifische Protease, hat eine hohe Affinitit zu
Fibronectin und Kollagen IV. Dadurch kann sie die Adhédsionen zwischen Glaskorperrinde
und ILM l16sen und zu einer hinteren Glaskorperabhebung fiihren. Dies konnte sowohl an
Schweineaugen wie auch an humanen post-mortem Augen von TEZEL et al.[48] gezeigt
werden. In dieser Untersuchung wurde beschrieben, dass die Oberfliche der ILM
Verianderungen aufwies. Dies war zum einen der Verlust der Lamina rara externa und zum
anderen strukturelle Verdnderungen der Lamina densa. Es konnte eine amorphe
Oberflachenstruktur dargestellt werden und es waren auch Miillersche Stiitzzellen mit ihren
polygonalen Endplatten erkennbar.[48]

In der von uns durchgefiihrten Untersuchung zeigte sich bei einer Dosierung von 5Units und
30 Minuten Inkubationszeit in den Aufnahmen der Rasterelektronenmikroskopie eine glatte
ILM ohne Glaskorperanheftungen und Kollagenfaserauflagerungen am hinteren Pol. Im
Bereich des Aquators war dieses Ergebnis nicht so deutlich. Es lagen vereinzelt
Kollagenfaseranheftungen vor.

Die von TEZEL et al.[48] geschilderten morphologischen Verdnderungen der ILM konnten in
unserer Untersuchung nicht gezeigt werden. In einem Priparat [Abbildung 7] lag eine
aufgerissene ILM vor. Dies war am wahrscheinlichsten praparationsbedingt verursacht, da bei
hoherer Konzentration dies nicht erneut beobachtet wurde. In allen anderen Pridparaten war
stets eine intakte ILM zu erkennen. Ob es zu einer Separation des Glaskorpers durch seine
Wirkung gegeniiber Kollagen IV auch im Bereich der Glaskorperbasis kam, wurde im
Rahmen dieser Untersuchung nicht beurteilt. Ebenfalls wurde nicht beurteilt ob es zu einer
Verfliissigung des Glaskorpers kam.

VALERIA CANTO SOLER et al.[49] beschrieben nach intravitrealer Applikation von
Dispase an Maiuseaugen ein gehduftes Auftreten von epi- und subretinalen Membranen.
Ebenfalls waren hierbei Glaskérperhdmorrhagien gehduft aufgetreten. Sie fithrten dies auf

eine Storung der Blut-Retina-Schranke zuriick. Wie schon in fritheren Untersuchungen von
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YOSHINO et al.[52] gezeigt wurde stellt eine Glaskdrperhdmorrhagie einen
pradisponierenden Faktor fiir die Entstehung einer proliferativen Vitreoretinopathie (PVR)
dar. Doch auch ohne Glaskorperhdmorrhagie zeigten VALERIA CANTO SOLER et al.[49]
eine erhohte Membranentstehungsrate nach Gabe von Dispase. Es wurde eine Schadigung der
retinalen Pigmentepithelbarriere mit anschlieBender Zellimmigration in den Glaskdrper als

Ursache vermutet und daraus ein heute etabliertes Tiermodell der PVR abgeleitet.

Eine weitere unspezifische Protease ist Plasmin, bzw. rekombinant hergestelltes
Microplasmin. Es hydrolysiert eine Vielzahl von Glycoproteinen, so auch Laminin und
Fibronectin. Eine Wirkung an Kollagen IV konnte nicht nachgewiesen werden.

In einer Untersuchung beschriecb VERSTRAETEN et al.[51], dass die alleinige intravitreale
Injektion von Plasmin in Kaninchenaugen keine hintere Glaskorperabhebung hervorruft.
Diese wurde durch indirekte Ophthalmoskopie beurteilt.

In der von VERSTRAETEN et al.[51] anschlieBend durchgefiihrten Elektronenmikroskopie
waren nur vereinzelte Kollagenfasern und keine Glaskorperanheftungen erkennbar. Eine
Vitrektomie im Anschluss an eine intravitreale Plasmineingabe zeigte eine hintere
Glaskorperabhebung intraoperativ. Postoperativ war in der Elektroretinographie eine
abgeflachte Amplitude in der b-Welle nachweisbar. Diese normalisierte sich nahezu
vollstindig im Laufe einer Woche. Es wird angenommen, dass die hohe Osmolaritit der
Plasminldsung fiir diese tempordre Verdnderung im Elektroretinogramm verantwortlich war.
Weiter konnte gezeigt werden, dass eine maximale Enzymaktivitdt zwischen der 15. Minute
und der 60. Minute nach intravitrealer Plasminapplikation bestand. Die Aktivitit nahm
danach ab und lag nach 24 Stunden unter der Nachweisbarkeit. Die besten Ergebnisse wurden
mit einer Vitrektomie 30 bis 60 Minuten nach Plasmineingabe erzielt. HIKICHI et al.[28]
kombinierten die Enzyminjektion mit einer Eingabe von SF¢-Gas in Kaninchenaugen und
induzierten so  ohne  Vitrektomie eine  hintere = Glaskorperabhebung  mit
Glaskorperverfliissigung. LI et al.[37] injizierten in humane Spenderaugen Plasmin. Sie
erkannten, dass mit ansteigender Enzymkonzentration die Adhédsionen zwischen
Glaskorperrinde und Netzhaut abnahmen. Bei einer Dosis von 3Units konnte eine
vollstédndige hintere Glaskdrperabhebung induziert werden, die ILM war glatt, und es zeigten
sich regelrechte morphologische Netzhautstrukturen in der Elektronenmikroskopie. Somit ist

weder eine Vitrektomie noch eine Gaseingabe fiir den Effekt von Plasmin erforderlich. Dies
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war zuvor schon von GANDORFER et al. an Schweineaugen[11], spdter an Katzen- und

humanen post-mortem Augen[13] gezeigt worden.

Neben Kollagen Typ I und Typ IV sind auch extrazelluldre Glycoproteine wie Fibronectin
und Laminin am Aufbau der ILM beteiligt wie KOHNO et al.[35] zeigten. Diese sind fiir die
Adhidsion des Glaskorpers mit der ILM verantwortlich, da sie die Kollagenfasern der
Glaskorperrinde mit denen der ILM verkniipfen. Fibronectin bindet mit hoher Affinitit an
Kollagen Typ II und Hyaluronsdure, zwei Hauptbestandteile des Glaskorpers, und Laminin an
Kollagen Typ IV als Hauptbestandteil von Basallaminae.[35]

Plasmin als unspezifische Protease greift an diesen Komponenten der Basalmembran an. Es
spaltet die Glycoproteine Fibronectin und Laminin. So entfaltet Plasmin seine Aktivitit im
Bereich des vitreoretinalen Uberganges und fiihrt zu einer Abhebung des hinteren

Glaskorpers.[13,37]

Wir konnten eine vollstindige hintere Glaskdrperabhebung mit Mikroplasmin bei einer
Dosierung von 4Units geldst in CMF - PBS und 30 Minuten Inkubationszeit nachweisen. Im
Rasterelektronenmikroskop bestanden keine morphologischen Veridnderungen der ILM selbst.
Bei gleicher Dosierung und Inkubationszeit, jedoch BBS - Plus als Losungsmittel, zeigten
sich sowohl in den behandelten Augen wie auch in der Kontrollgruppe eine unregelméallige
Oberflache der ILM. Unseres Erachtens wurde diese strukturelle Verdnderung am ehesten
durch Schrumpfungsprozesse der Préiparate hervorgerufen. Im Rahmen des alltdglichen
klinischen Einsatzes von BSS - Plus sind solche Verdnderungen der ILM bis heute nicht

beschrieben worden.

Traktionen im Bereich der Makula konnen durch bestehende vitreoretinale Adhérenzen bei
inkompletter hinterer Glaskdrperabhebung wie beim ,,vitreoretinalen Traktionssyndrom* oder
durch Kontraktionen von epiretinalen Membranen in diesem Bereich verursacht werden.

Bei Patienten mit einer epiretinalen Membranbildung liegt zu 60% bis 100% ein abgehobener
hinterer Glaskorper vor.[25] Der Mechanismus einer hinteren Glaskorperabhebung wird als
mitentscheidend bei der Pathogenese der epiretinalen Membranbildung angesehen. Im
Rahmen einer Abhebung wird eine Schidigung der ILM mit Ubertritt von Zellen in den
Glaskorperraum postuliert. Bei der Untersuchung der Membranen identifizierten HEILKOV
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et al.[24] verschiedene zelluldre Strukturen sowie extrazellulire Matrix.[5,25,47] Die
untersuchten Membranen dhnelten denen von MARGHERIO et al.[39], welche Membranen
bei vitreomakuldren Traktionssyndromen untersuchten.

KAMPIK et al.[32] beschriecben fiinf verschiedene Zelltypen. Dies sind retinale
Pigmentepithelzellen, Makrophagen, Fibrozyten, fibrose Astrozyten sowie
myofibroblastenartige Zellen, welche in epiretinalen Membranen nachgewiesen wurden. Die
Membranen unterschieden sich durch einen ein- bzw. mehrschichtigen Aufbau vornehmlich
aus fibrésen Astrozyten und durch die Anordnung der Kollagenfibrillen.

Bei der Untersuchung des vitreoretinalen Traktionssyndroms zeigten GANDORFER. et
al.[12] zwei Pathologien. Zum einen lieBen sich epiretinale Membranen getrennt von der ILM
durch natives Kollagen nachweisen. Zum anderen fand man eine ein- oder mehrschichtige
zelluldre Schicht direkt der ILM aufliegend. Die Autoren sehen dies in engem
Zusammenhang mit der Pathogenese der Erkrankungen, abhéngig von der Vollstindigkeit der
hinteren Glaskorperabhebung. In beiden Membranen waren Myofibroblasten der

dominierende Zelltyp.

Einige Autoren sehen die Pathogenese der hinteren Glaskorperabhebung als wesentlichen
Mechanismus bei der Entstehung von Makulaforamina an. AKIBA et al.[2,4] nehmen eine
nach anterior, bzw. tangential gerichtete Kontraktion als Mechanismus an, da sie in vielen
Fillen einen abgehobenen hinteren Glaskorper vorfanden.

Im Rahmen der operativen Versorgung des Makulaforamen konnten KELLY et al.[34]
zeigen, dass es in der Mehrzahl der Félle zu einem Visusanstieg nach Vitrektomie kommt. In
einigen Fillen war die epiretinale Membran préoperativ nicht, und selbst intraoperativ nur
schwer erkennbar. So fiel moglicherweise die Zahl der mikroskopisch beurteilten epiretinalen
Membranen und vermutlich auch die der mikroskopisch beurteilten Glaskdrperanheftungen
zu gering aus, da sie gelegentlich nur intraoperativ oder vielleicht nur mit heutigen
hochauflosenden bildgebenden Verfahren wie der Optical Coherence Tomographie (OCT)

darstellbar gewesen wiren.

Bei dem vitreoretinalen Traktionssyndrom, bei der epiretinalen Gliose, wie auch beim
Makulaforamen konnte die intravitreale Eingabe von Dispase oder Microplasmin zu einer

Separation des Glaskorpers von der ILM fiihren. Dies konnte in einem Friihstadium die
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bestehende foveale Traktion I6sen, wodurch ein Fortschreiten verhindert und die
Visusminderung gestoppt werden wiirde.

Betrachtet man zusdtzlich noch die diabetische Retinopathie, so konnte der Einsatz von
unspezifischen Proteasen die Prognose verbessern, da die partielle Glaskorperanheftung, wie
von JALKH et al.[29] beschrieben, ein Risikofaktor fiir das Fortschreiten der proliferativen
diabetischen Retinopathie darstellt. Die noch bestehenden Glaskorperadhdsionen kdnnten
durch die Eingabe von Dispase oder Microplasmin geldst und dadurch die Progression

verhindert werden.

Letztendlich konnte es flir die vitreoretinale Chirurgie von groBem Nutzen sein, diese
unspezifischen Proteasen in weiteren Untersuchungen auf ihren Einsatz an humanen Augen
zu untersuchen. Sowohl Dispase als auch Plasmin oder Mikroplasmin scheinen hierfiir ein
geeignetes Wirkprofil zu besitzen. Weiterfiihrende Untersuchungen sind n6tig um den Einsatz

dieser Enzyme bei der Vitrektomie zu erforschen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vitreoretinalen Chirurgie sind in der Vergangenheit viele operative
Fortschritte durch den ergénzenden introperativen Einsatz von Substanzen wie Silikondl, Gas
und schwerer Fliissigkeit erreicht worden. Trotzdem ist der Wunsch nach neuen Substanzen
ungebrochen. An oberster Stelle dieser Wunschliste steht der Einsatz von Enzymen. Das Ziel
einer enzymatischen Glaskorperbehandlung ist die hintere Glaskorperabhebung und die
Glaskorperverfliissigung. Dies wiirde minimal invasive Eingriffe bei einer Vielzahl von
vitreoretinalen Erkrankungen ermoglichen, wodurch sich weniger Komplikationen, eine
kiirzere Operationszeit und ggf. geringere Kosten erzielen lieBBen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von drei Enzymen in
unterschiedlichen Konzentrationen auf die vitreoretinale Grenzfliche betrachtet. Hierbei
handelte es sich um die spezifische Protease Chondroitinase ABC, welche Chondroitinsulfat
spaltet; um die unspezifischen Proteasen Microplasmin, ein in seiner Molekiilstruktur
verdndertes rekombinantes Plasmin, und um Dispase. Letzteres spaltet Fibronectin und
Kollagen Typ IV, wohingegen Microplasmin plasmingleiche Eigenschaften besitzt und
Fibronectin und Laminin spaltet.

Bei Chondroitinase ABC konnte kein Effekt nachgewiesen werden. Dispase zeigte bei einer
Dosierung von 5Units eine glatte ILM am hinteren Pol und Microplasmin gelost in CMF -
PBS bei einer Dosierung von 4Units eine glatte ILM sowohl am hinteren Pol als auch am
Aquator.

Weiterfiihrende Untersuchungen haben bestitigt, dass Microplasmin eine vollstdndige hintere
Glaskorperabhebung mit kollagenfibrillenfreier ILM induzieren kann.

Derzeit befindet sich Microplasmin in der klinischen Erprobung zur Therapie vitreoretinaler

Erkrankungen.
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6. Abbildungen

Abbildung 1: Abbildung 2:

Glaskérper auf der ILM im Bereich des Aquators nach  Glaskdrper auf der ILM im Bereich des Aquators nach
Behandlung mit 5Units pro 0,2ml Chondroitinase ABC; Behandlung mit 5Units pro 0,2ml Chondroitinase ABC;
Priparat Nr.4 Priparat Nr.5

Abbildung 3: Abbildung 4:

Netz aus Kollagenfibrillen auf der ILM im Bereich des Netz aus Kollagenfibrillen auf der ILM im Bereich des
Aquators nach Behandlung mit S5Units pro 0,2ml hinteren Pols nach Behandlung mit 5Units pro 0,2ml
Chondroitinase ABC; Priparat Nr.6 Chondroitinase ABC; Priparat Nr.4
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Abbildung 5: Abbildung 6:

Glaskorper auf der ILM im Bereich des hinteren Pols Einzelne Kollagenfibrillen auf der ILM im Berreich des
nach Behandlung mit 1Unit pro 0,2ml Dispase; Priparat hinteren Pols nach Behandlung mit 1Unit pro 0,2ml
Nr.1 Dispase; Priaparat Nr.3
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Abbildung 7: Abbildung 8:

Aufgerissene Oberfliche der ILM im Bereich des Glatte ILM-Oberfliche im Bereich des hinteren Pols
Aquators nach Behandlung mit 1Unit pro 0,2ml Dispase; ohne Kollagenfibrillen nach Behandlung mit 5Units pro
Préparat Nr.1 0,2ml Dispase; Praparat Nr.4
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Abbildung 9: Abbildung 10:

Glatte ILM-Oberfliche im Bereich des Aquators ohne Netz aus Kollagenfibrillen auf der ILM im Bereich des
Kollagenfibrillen nach Behandlung mit 5Units pro 0,2ml  Aquators nach Behandlung mit SUnits pro 0,2ml Dispase;
Dispase; Praparat Nr.6 Préparat Nr.4
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Abbildung 11: Abbildung 12:

Glaskérper auf der ILM im Bereich des Aquators nach Netz aus Kollagenfibrillen auf der ILM im Bereich des
Behandlung mit 0,2ml CMF-PBS (Kontrollgruppe); Aquators nach Behandlung mit 02ml CMF-PBS
Préparat Nr.5 (Kontrollgruppe); Praparat Nr.4
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Abbildung 13: Abbildung 14:

Glatte ILM-Oberfliche im Bereich des hinteren Pols Glatte ILM-Oberfliche im Bereich des hinteren Pols
ohne Kollagenfibrillen nach Behandlung mit 125ng ohne Kollagenfibrillen nach Behandlung mit 250pg
Microplasmin pro 0,2ml CMF-PBS; Préparat Nr.5 Microplasmin pro 0,2ml CMF-PBS; Préparat Nr.12
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Abbildung 15: Abbildung 16:

Netz aus Kollagenfibrillen auf der ILM im Bereich des Glatte ILM-Oberfliche im Bereich des Aquators ohne
hinteren Pols nach Behandlung mit 250pg Microplasmin  Kollagenfibrillen nach  Behandlung mit 250pg
pro 0,2ml CMF-PBS; Priparat Nr.10 Microplasmin pro 0,2ml CMF-PBS; Priparat Nr.10
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Abbildung 17:

Einzelne Kollagenfibrillen auf der ILM im Bereich des
Aquators nach Behandlung mit 250pg Microplasmin pro
0,2ml CMF-PBS; Préparat Nr.11

Abbildung 18:

Glaskérper auf der ILM im Bereich der Aquators nach
Behandlung mit 0,2ml CMF-PBS (Kontrollgruppe);
Préparat Nr.12

Abbildung 19:

ILM-Oberflache im Bereich des hinteren Pols ohne
Kollagenfibrillen nach Behandlung mit 0,2ml CMF-PBS;
Préparat Nr.11

s :
18780 . 2093

3773

15KV §1000

LI v

Abbildung 20:

ILM-Oberfliche im Bereich des hinteren Pols ohne

Kollagenfibrillen nach  Behandlung mit 250pg

Microplasmin pro 0,2ml BSS-Plus; Priparat Nr.1
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Abbildung 21:
ILM-Oberfliche im Bereich des Aquators ohne
Kollagenfibrillen nach Behandlung mit 250ug

Microplasmin pro 0,2ml BSS-Plus; Priaparat Nr.1
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Abbildung 22:

Glaskorper auf ILM-Oberfliche im Bereich des hinteren

Pols nach Behandlung mit 0,2ml BSS-Plus

(Konrollgruppe); Praparat Nr.2

Abbildung 23:

ILM-Oberfléche ohne
Kollagenfibrillen nach Behandlung mit 0,2ml BSS-Plus

im Bereich des Aquators

(Kontrollgruppe); Praparat Nr.2

Abbildung 24:

Netz aus Kollagenfibrillen auf ILM-Oberfliche im
Bereich des Aquators nach Behandlung mit BSS-Plus
(Kontrollgruppe); Praparat Nr.3
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