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1. Zusammenfassung
Retinale Venenverschlisse sind haufige Ursachen fur Visusminderung und Erhlindung
die Pravalenz des Zentralvenenverschlusses (ZVV) betragt 80/100.000 Einwohner und
des Venenastverschlusses (VAV) 442/100.000 EinwdRogerset al. 2010,Mclintosh
et al. 2010) Hamorrhagien, Ischamien undlie Entwicklung eines zystoiden
Makulatdems(ZMO) als Folge eines retinalen Venenverschluskésnen zu einer
schweren und chronischen Visusminderutigren (McAllister 2012) Studien zeigten
einen dedlichen Einfluss de&laskorpers auf die Pathophysiologie und Prognose der
retinalen Venenverschlisse. Ein anliegender Glaskogierals Risikofaktor fir die
Entstehungeiner retinalen Venenthromboséir Neovaskularisationen und fordert die
Chronifizierung dsZMO(Scholl et al. 2010, Bertelmam al. 2011) sodass Verfahren
zur Vitreolyse im Fokus aktueller Forschung stehen. Neben der Vitrektafsie
operative Mdoglichkeit den Glaskorper zu entferneergibt sich ein Ansatz zur
medikamentdsen Vitreolyse mittelSewebsplasminogen Aktivatgrt-PA (Murakami
et al. 2006) In der vorliegenden Studie sollen die Faktoren der Fibrinolyse, als

Voraussetzung zur Wirkung desRA nachgewiesen werden.

Es wurdemt7 Augen in drei Studiengruppen untersucht.Augen mit ZVV, 22 mit VAV
und elf in der Kontrollgruppe.Es wurde mittels core pars plana Wwektomie
Glaskadrperflissigkeientnommen und anschlieRendeingefroren Zur Untersuchung
wurde die Glaskorperflisdigit mit einem neuartigen Verfahren stabilisiert und auf
Plasminogen, VEGF, Plas#himAntiplasmin (PAP) und DDimere mittels ELISA

Verfahren getestet.

Die intravitrealen Aktivitaten und Konzentrationen lagen in den Studiengruppen ZVV
VAV und Kontrollguppe bei 2,07+1,87%N/1,24+1,12%N/0,38+0,63%N fur
Plasminogen, 1268,71+1318,46pg/ml/527,77+543,28pg/ml/104,91+115,92pg/ml flr
VEGF, 8,14+7,07ng/ml/6,96%4,8ng/ml/9,74+10,98ng/ml far PAP und
60,94+150,4ng/ml/68,83+94,75ng/ml/9,34+14,48ng/ml flhCDmere. BePlasminogen
(p=<0,001) und VEGF (p=0,001) gab es signifikante Unterschiede zwischen den

Studiengruppen. Dabei korrelierte die Konzentration des funktionellen Plasminogen



signifikant mit der Konzentration deVEGHA (r=0,476, p=0,001) als Zeichen der
Stwere der BlutiRetinaSchranken (BRS) Storung.

Erstmals gelang mit dies innovativen Methode der intraokulare
Plasminogennachweis bei Patienten mit ZVV und {Bertelmann et al. 2015)Die
Aktivitat korreliert mit der Schwere dBRS t8rung (Noma et al2008) Die weiteren
Faktoren der Fibrinolyse und die klinische Wirksamkeit dé¥Artsollten in weiteren

Studien untersucht werden.

Summary

Retinal vein occlusionlkVO)are @mmon reasons for visual loss and blindneBse
prevalence is about 80 per 100.000 for central retinal vein occlusion (CRVA) and 442
per 100.000 for branch retinal vein occlusion (BRVO) (Rogers et al. 2010, MacIntosh et
al. 2010) In consequence of RVthe development of hemorrhagesschaemia and
cystoid macula edema(CME)may substantially decreasevisual acuity(McAllister
2012). There is an obvious impadtvitreousadhesion statusind pathophysiology and
prognosis of RVO. An attached posterior vitreous coitexa risk factor forthe
developmentof CRVO and BRCO, faovascularisatioras well as forchronic CME
(Scholl et al. 2010; Bertelmann et al. 201The induction of gyosterior vitreous
detachment is in focus of current studies. Besides pars plana vitrectomy, enzymatic
vitreolysis with reombinant tissue plasminogen activatfit-PA)might bean option
(Murakami et al. 2006)The purpose of this study is the detection of components of

the fibrinolytic cascadewhich are precondition for theffect of r-PA.

47 eyes were enrolledhithis survey, comprisingl4 eyes with CRVO, 22 with BRAf@

11 inthe control group. kiid from the vitreouswas obtainedby core pars plana
vitrectomy andwas frozenimmediately. For the purpose dhis investigation we
stabilized tlese samples with an innovadvmethod for determining plasminogen,
VEGF, plasmih Hantiplasmincomplex (PAP) and -@mer activities and/or

concentrations.

Intravitreal activities and concentrations in the CRVO/BRVO/control group
were 2,07+1,87%N/1,24+1,12%N/0,38+0,63%N for plasminogen,

1268,71+1318,46pg/ml/527,77+543,28pg/ml/104,91+115,92pg/ml for VEGF,
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8,14+7,07ng/ml/6,96%4,8ng/ml/9,74+10,98ng/ml orf PAP and
60,94+150,4ng/ml/68,83+94,75ng/ml/9,34+14,48ng/mifor D-dimer. Sgnificant
differences of intravitreal plasminogen (98,001) and VEGF (p=0,001)vieen the
groups were analy®d. Intravitreal plasminogen correlate with intravitreal VEGF
(r=0,476, p=0,001), the latter being a biomarker for blooedtina barrier (BRB)

breakdown

Intraocular plasminogen activity was deted for the first time with an innovative
analysis method at patients with CRVO or BRVO (Bertelmann et al. 2015). The activity
correlatespositively with the severity of BRB breakdown (Noma et al. 2008). More
components of the fibrinolytic cascade and thedficacy of rtPA treatment for
posteiior vitreous detachmet (PVD) induction should be explored in further

investigations.



2. Einleitung

2.1. Retinale Venenverschlisse

2.1.1. Epidemiologie und Risikofaktoren
Vendse Verschlusskrankheiten des Auges sind seit h8kK&nnt Michel 1878) Rein
deskriptiv wurden sie bereits 30 Jahre eher erwahnt (Liebreich 1855). Heute sind sie
wichtige und haufige Ursachen fir einseitige Erblindungeor allemim hoheren
Erwachsenenalterln dieser Patientengruppe sind der Zentraleamerschluss (ZVV)
und der Venenastverschluss (VAV) nach der diabetischen Retinopathie die haufigsten
Ursachen fireine gefalRbedingte Sehschwache (McAllister 2012)Veltweit sind
wahrscheinlich ca. 16 Millionen Menschen erkranRie Pravalenz des ZVV ligt
80/100.000 Einwohner und 442/100.000 Einwohner fir den VAV (Regat2010).

Es sind vielfaltige systemische und lokale RisikofaktireWAV und ZVWekannt. Die
systemischen Risikofaktorekorrelieren haufig mit dem sogenanntenetabolischen
Syrdrom. Bekannt sind Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie,
Atherosklerose (undssoziierteErkrankungen wie koronare Herzkrankheit), erhohtes
Gewicht und Nikotinabusus. Okuléare Risikofaktoren sidds Glaukom, eine
verminderte okulare Péusion,orbitale Neoplasieneine externe Druckeinwirkung auf
den Bulbusgdie endokrine Orbitopate und retinale arterioventse Kuzungen (Kolar

et al2014).

2.1.2. Pathophysiologie mit besonderem Bezug auf die vitreoretinalen
Wechselwirkungen

Die Pathogenese deetinalen Gefallverschlisse scheint nicht cdbelRend geklart.
Zentralvenenverschlissecheinen durch Thrombem Hohe der Lamina cribrosau
entstehen(Greenet al. 1981), dieVerschlissaler Venenastelurch Kompression der
Venen durch verédnderte Arterien im arteriovendsen Kreuzungsber@cikeret al.
1989). Folgen sind intraretinale Hamorrhagien, makulare Ischamien el
Entwickung eines zystoiden Makuladdems (ZMO) mit konsekutiver Visusreduktion.
(HikichiKonno et al. 1995, Takahashet al. 1997, Scholet al. 2010).Dabei bestimmt

das Ausmal? der Ischamie das Ausmal’ des Makulatdems (Singer et al. 2014).



H&aufigeKomplikatioren sinddie Entstehung von préaretinalen @&&neubildungn und
einer Rubeosisiridis (mit der Gefahr eines rubeotischen Sekundarglaukorbsgse
Neovaskularisationen spielemeben der Auspragung des Makulatderame grol3e
Rolle bei der Visusprognose, sodass die Zusammenhdnge von Ischamie,
Glaskorpeadhéasionstatus und Neovaskulaation in den Fokus der Forschuygiickt

sind (Hikich/Konno et al. 1995). Dabei zeigen Augen mWAV oder ZV\deutlich
haufiger einen anliegenden Glaskorper (Bertelmanal. 2011), es scheint sogar, dass
ein anliegender Glaskorper ein unabhangigBisikofaktor zur Entstehung ist
(Bertelmannet al.2014).Ferner scheint ein anliegender Glaskorper die Chronifizierung
des ZMO und die Ausbildung von Neovaskularisationen zu fordednistrdamit
prognostisch hoch relevant (Schetlal. 2010. Er scheinunter anderemtangentialen
Zug auf die Retina auszuiben und dadurch pathophysiologische Vorgénge
verstarken (Krebet al.2007).

Der Glaskaorper Heet physiologischerweise mit seiner hinteren
Glaskdrpergrenzschicht der innersten Netzhautschicht (Lamina limitans infikid)

an. Die Verbindung zwischen der hinteren Glaskorpergrenzschicht und der ILM wird
Uber mehrere Konnektionsproteinebedingt. In verschiedenem Mal3e sgielLaminin

und Fibronektin eine Rolle. Die Adhasion ist im Bereich der Ora serrata des
Glaskdrpers, am Sehnervkopf und an der Fovea centralis besosthrk (Kohnaet

al. 1987). Eine Losung der hinteren Glaskorpergrenzschiabn der ILMkann im
Rahmen de physiologischen Alterungsprozesses erfolgen. Dabei gibt es Risikofaktoren
wie Alter, weibliches GeschlechShenet al. 2013) Myopie (Morita et al. 1995)
erhohte Vitamin B6 Aufnahme, Menopause (Chab al. 2006), und Retinitis
pigmentosa(Hikich/Akiba et al. 1995) In den meisten Fallen treten bei der hinteren
Glaskdrperabhebung keirferoblemeauf, daher werden diese kaum wahrgenommen

Ist sie symptomatisch, geht sie jedoch in ca. 24 % der Falle mit Komplikationen, wie
retinaler Traktion, Amotiaretinae, MakulaforaminaGlaskorperoder Retinablutungen
einher (Sheret al.2013).

Im Rahmen des zentralen Makuladdems kommt es zu einem Zusammenbruch der Blut

RetinaSchranke, sodass dikonzentrationder Fibrinolytikaim Glaskorper bzw. in der



Vorderkammerflissigkeieinen Hinweis auf die Schweder Schrankenstérung geben
konnte. DieseiZusammenhang ist sowohl im Kammerwasser als auch im Glaskorper
fur die VEGF und Interleuki@ (Il-6) bereits nachgewieseikineKorrelationzwischen

der Konzentratiorder Zytokine im Kammerwassend der Konzentrdon der Zytokine

im Glaskorpekonnte von einer Arbeitsgppe aufgezeigt werdefNomaet al. 2008,
Nomaet al. 2010) in anderen Studien gelang diese Korrelation nicht (Ecker et al.

2011)

2.1.3. Klassifikation der r etinalen GefalRverschliisse

Meistens wird der retinale Gefal3verschluss nacisdehnungeingeteilt. Dabei werden

1 Zentralenenverschluss (ZVV)
1 Hemizentralvenenverschluss (He&VV) und

1 Venenastverschluss (VAV)

unterschieden. Der Hemizentralvenenverschluss wiaft der Gruppe der
Zentralvenenverschlisse zugeordrfatich indieserStudie) Der ZVV undvAV werden

in ischamischund nichtisch&amischinterteilt. Sofern diese Einteilung aufgrund retinaler

Blutungen noch nicht mdoglich ist, wird der Venenverschluss Urisaasreichenden

Beurteilung als hamorrhagisch klassifiziextenenastverschlisse kdnnen in einer
Hauptvene, in einem Makulaagnékularer VAY oder peripher entstehenpgripherer

VAV (Rehaket al. 2010. In dieser Studieilj das fluoreszenzangiographise Ausmalf3

der Ischamie als Hauptkriterium zur Klassifikation der IschamieZB¥i dt eine
fluoreszenzangiographisched OKNYA S @2y x wMn t5 ot LIAff SYR
(Zegarraetal. 1978) 0 SA + | HBradch Yeinx)cciusion Study Grol@s6).

- Nichtischamischer ZvV - Nichtischamischer VAV
- Ischamischer ZvV - Ischamischer VAV
- Nichtischdmischer HerzVV
- Ischamischer HerEVV

Tabelle2.1: Klassifikation der retinalen GefaRverschliiss

Die Entwicklung einer ischamischen Form aus einer nichtisch&mischemwad 30%

beobachtet (Hayrelet al. 1994).
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2.1.4. Diagnostik

Die Basisdiagnostik umfasst die Bestimmung des Vaesintraokularen Druckes
einer Ophthalmoskopige sowie einer internistishen Abklarung und Diagnosti€ur
weiteren Differenzierung des Gradesrdschamie wird eine Fluoreszemgiographie
durchgefiihrt. Eine Elektroretinographie undie Untersuchung eines maoglichen
relativen afferenten Pupillendefizits kdnnen weitemgertvolle Hinweise auf eine
Ischamie ergeben Eine Goldmam®erimetrie bestimmt sensitiv und spezifisch
GesichtsfeldausfalléHayreh 2003)Das Ausmald des zystoiden Makulabdems und die

Zentrale Ntzhautdicke werden durch ein SDCT festgestellHoerauf etal. 2010.

2.1.5. Behandlungsstrategien bei retinalen GefalRverschliisse n
Bei neu aufgetretenem retinalen Gefal3verschigak lange eine Antikoagulation oder
Thrombozytenaggregationshemmung als sinnvoll. In mehreren Studien wurden
Warfarin, Acetylsalicylsaure umiedermolekulare Heparineewertet, dabei zeichnete
sich keine klare Empfehlung ab. Eventubliben niedermolekulare Heparine eine
Indikation (Squizzato et al. 2010), jedoch sieht sie die derzeitige Stellungnahme der
wissenschaftlichen Gesellschaften ziherapie des Makuladdems bei retinalen

Venenverschluss derzeit nicht igtoerauf et al. 2010).

Ein weiterer Ansatz ist die Herabsetzung der Viskositat des Blutes um bessere
rheologische Eigenschaften zu erzielen. Das Konzept dabei sieht eine Verbesserung
poststenotischen Durchblutung vor und es scheint diskresder signifikante
Verbesserungen des Visusverlaufes nach einer rheologischen Behandlung zu geben.
Das erfolgreichste Verfahrescheintdie isovolamische Hamodilutionu sein Dabei

wird ein Acerlass begonnen und simultan eiraB®iaexpander infundiert. Bgird eine
Senkung des Hamatokrits um 0,@50,1 angestrebt (GlaceBernard et al. 2001;
Hoerauf et al. 2010).

Bei ausgepragtem Makulabdem und baichamischen Verlaufsformen wirdine
zentrale, gitterformige Laserkoagulation durchgefuhrt (GR&serkoagulation). Dabei
nimmt das sichtbare Leck in der FAG ab, aber eine Verbesserung des Visus konnte nur
fur den VA\signifikantnachgewiesen werden. Fidie Anwendung beinZVV gab es in

den letzten Sidien keine Eviden@Hoerauf et & 201Q Yeh 2015).
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Eine Vitrektomiezur chirurgischen Abhebung des Glaskorpers von der Netzetut
seit vielen Jahrenin gewissen Féllerihren Stellenwert in der Therapie retinaler
Gefal3verschliisseéso zeigte sichereits vor fast 20 Jahren, dass gerade Patienten mit
RVO und ZMO von einer Vitrektomie profitieren (Taathal. 1999).Insbesondes de
Visusverlauf ist sehr gunstigr Bteigt signifikant und ein vorhandenes zystoides
Makuladdem scheint abzunehmen (Mkeaniet al.2007). Die Standardoperation dazu
ist die pars pana Vitrektomie (ppV). Diese Operation hat erhebliche
Komplikationsrisiken wieKataraktbildung, Netzhautablosungn, Blutungn oder
Infektionen (Lang et al. 2008)Da die ppVmeist in Allgeneinnarkose durchgefiihrt
wird, mussenanasthesiologche Risiken ebenfalls bedacht werd@thcChannel et al.
2003)

Als Erganmg zur Vitrektomie g die Sheathotomie als Therapiesl ZMO bei VAV
Bei dieser 1988 erstmals beschriebenen Operation wird die Adiendér sich
Uberkreuzenden retinalen Venend Arterie gespalten(Osterlohet al. 1988) Auch
dabei wurde eine Verbesserung des Visus und des ZMO beschrieben, ein signifikanter

Vorteil gegenuber der einfaeim ppV zeigt sich jedoch nicht (Yamametaal.2004).

Fir die medikamentdse Therapier retinalen Gefal3verschlusgibt es verschiedene
Maoglichkeiten. Derzeit wird vor allem die topische, intravitreale Applikation gewabhilt.
Dabei werderKortikosteroide und/odeAnti-VEGKRvascularendothelial growth factor)
Praparate appliziert. Vereinzelt werden auchrt-PA (recombinant tissuype

plasminogeractivaton-Praparate genutz jedoch eher im Rahmen von Studien

Kortikosteroide hemmen die inflammatorische Antwort und damit die Aussahgtt

von proinflammatorischen Mediatoren. Die BlgetinaSchranke wirdso stabilisiert
(Hoerauf et. Al 2010)Fur die Therapie mit Kortikosteroiden stehen verschiedene
Praparate zur Verfugung. Dabei wibéxamethasonoder Triamcinolyy o6t SG-1 (1 S &
[ I 6 Sritravitreal verabreicht. Dexamethason ist auch als Implantat (Ozurdex®),
welches intravitreal positioniert Uber sechs Monate seinen Wirkstoff freisetzt,
verfugbar Die Ergebnisse zeigeme Verbesserung der Sehschéarfe und eine Abre

der zentralen Netzautdicke aber es wird auch von unerwiinschten

12
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Arznemittelwirkungen, wie Katarakt und erhohtem traokularen Druck berichtet
(Ipet al. 2009 Haller et al. 2010, Haller et al. 2011).

VEGEF ist ein Signalprotein, welches eine wichtige Rolle beAmgiogenese spielt.
Erhohte VEGF Konzentrationen werden durch eine Hypoxie und Isgch&owee
inflammatorische Prozess#er Retinaverursacht (Hakansson et al. 2010) Wwithnen
zuMakula6demen (Scholl 2010), kKeovaskularisationefMurdoch et al. 1991Aiello

et al. 1994 und dadurch ggf. zu Ablationes retinae Glaskérperblutungenund
Glaukonerkrankungenfiihren (Aiellb et al. 1994) Seit 2005 wird die intravitreale
Anwendung von AMVEGF (monoklonale Antikérper vom {§%) beschrieben und
erforscht (Reenfeld et al. 2005). Durch die AMEGF Therapie kann die Entstehung
dieser Komplikationen verzdgert werden (Ryu et al. 2014). Es zeigt sich eine rasche
Regression des ZMO uethe Verbesserung der Sehscha(®rown et al. 2010Thach

et al. 2014) Anfargs gilt es monatliche Kontrollen durchzufiihren und eine erneute
Applikation zu reevaluieren, da es schon frih zum Rezidiv kommen kann (Hoerauf et

al. 2010; Yeh et al. 2015).

Es sind hauptsachlichier Anti-VEGHPraparate zur Behandlung eines Makuladdems

getestet worden (Yeh et al. 2015):

Pegaptanib (Macugen®)
Ranibizumab (Lucentis®)
Bevacizumab (Avastin®)

Aflibercept (Eylea®)

= =2 =4 =4

Teilweise liegt keine Zulassung zur Behandlung eines zystoiden Makulatdems bei
retinalem GefaRverschluss vor, sodass einzelne Subskayf -[ol20fSFE ¢ SAy3S5as$s

werden.

Derzeitsind Ranibizumatund Afliberceptzur Behandlung deEMO bei ZVV und VAV
zugelassenPegaptanib ist lediglich fur die Behandlung der feuchten sdt#rangige
Makuladegeneration zugelassen un@evacizumab hat keine Zulassung zur
intravitrealen Anwendungvgl. Fachinformationen der angegebenen Praparate, Stand

Februar 2015).
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2.2. Einfuhrung in das fibrinolytische System
Um einen kontinuierthen Blutfluss zu gewdahrleistenbesteht ein stetiges
Wechselspiel zwisen Gerinnungsvorgangen und dem fibrinolytischen Abbau der
Fibrinablagerung(Pape et al. 2014)Fibrin wird durch die Endopeipase Plasmin
gespalten, welchaus Plasminogen gebildet wird. Das inaktive Plasminogen wird in der
Leber gebildet und die Aktivieng zu Plasmin wird durch Aktivatoren und Inhibitoren
reguliert (Pape et al. 2014)Aktivatoren sind die Gerinnungsfaktoren Xla, Xlla, das
Kallikrein, der Gewebsplasminogen Aktivator (tPA) sowie die UrokinaseurBA
Urokinase werden durch deplasminog@ activator inhibitor (PAI) 1 und 2nhibiert.
5 | a -Antiplasmin inhibiert bereits aktiviertes Plasmin unter Bildung eines Plasmin

h HAntiplasmin Komplexes (PAPape et al. 2014

Neben den hier beschriebenen Inhibitoren gibt es naditere Faktoren(zum Beispiel

h mProteasel Y KA 0 A (1 2 NE | y-WaciogloN®iny welcle indayfsBrer 'Studie
nicht untersuchtwerden und in der folgenden Schemazeichnung keine Erwébn
finden (Vgl Dérner 2013Pape et al. 2014, Renz et al. 2009).

A2-Anti-
plasmin

Plasminogen I—

e—m

Abbildung?2.1: Darstellung der Regulation der Fibrinolyse. Pfeile stellen eine Aktivierung dar, die
durchgestrichenerKreise eine Inhibition. Es wurden nur die untrchten Faktoren dargestellt (W.gDérner 2013)
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2.3. Konzept der enzymatischen Vitreolyse

Es qibt verschieden Anséatze durch intravitreale Injektionen eine hintere
Glaskdrperabhebung herbei zu fihren. Dabei gabbeher sowohl Ansatze im
Tiermodell mit tPA und KryopexiéHesse 2000)mit Hyalwonidase (Hikichi 20003als
auchmit Plasmin und Setefelhexafluord (Hikichi 1999)im Rahmen von Studien an
ausgewahlten Patientenkollektivewurde vor allem Gewebsplasminogen Aktfat
(t-PA) (Murakami 2006,Murakami 2007)als auch Microplasmin (De Smet 2009,
Stalman2010)und Ocriplasmir{Stalmans 2012, Haller 201&probt.

Eine intravitreale Medikamdanapplikation bietet einige Mteile gegeniber einer
operativen Vitrektomie. So ist bei der Injektion lediglich eine topische An&sthesie
notwendig Es werden die Risiken eineAllgemeinanéasthesie vermiedeund die
Opeationsdauer ist deutlich geringer. Weiten gibt es Hinweise darauf, dassch

einer Vitrektomie eventuell verbliebene Glaskorperreste einen tangentialen Zug
auslosen und damit die klinische Situation verschlechtern kdonnen (Vander 1992,
LeMer 1994).Eire effektive medikarantdose Vitreolyse kdonnte damit in Zukunft in
vielen Fallen eine bessere Alternative zur palenaVitrektomie darstellen.Die
medikamentenunabhangige Induktion einbmteren Glaskérperabhebundurch die
Injektion intravitrealer Medikanente muss ebenfalls aufgrund aktueller

Studienergebnisse bericksichtigt werd@eck et al. 2013).

2.4. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Studie war die Bestimmung der Konzentrationen der
Komponenten des fibrinolytischen Systems im GlaskérpePhgenten mit retinalen
Venenverschliissen im Vergleich zu einer Kontroligruppee Therapie von
Zentralvenen und Venenastverschlussnd vor allem aufgrund ihrer Haufigkeit und
deutlichen Minderung deSehscharfe hoch relevaridie Entwicklung der Fragtllung
geschah vor dem Hintergrunddass die enzymatische Vitreolyse mitPA ein
vielversprechendes Verfahren in der Behandlung von Patienten netinalen
Venenverschlissesein kann, die pathophysiologischen Grundlagen bisher jedoch

weitgehend ungeklart warent-PA kann nur dann wirken, wenn es Plasminogen zu

15



Plasmin spalten und damit aktivieren kann (Hesse 2@@)Plasminogennachweis bei

Patienten mit RV@t eine wichiige Grundlage dieser Therapie.

16



3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign 3 OOAEA c¢mpnO

5AS atAft2GaGdzRAS 1 dzNJ a S a darded BlR@abhaCund NR y 2 f &

der Vorderkammer und Glaskorperflissigkeit des Auges bei Patienten mit einem
Zentralvener (Z+0 2 RSNJ =Sy Syl 2itedQuBiBcinitsstizfied die &6 I NJ
monozentrisch an der Universitatsaugenklinik Marburg durchgefuhrt wurde. Der
Ehebungszeitraum erstreckt sich von Februar 2009 bisSeptember 2011

Die Studie wurde bei der Ethikkommission der Philippssersitat Marburg
(Vorsitzender: Prof. Dr. med. Gerd Richter) beantragt ennielt vor Studienbegin®in

positives Votum Die Stugennummer der Ethikkommission lautet:17/10. Bei der
Durchfihrung der Studie wurden die Leitsatze der European Guidelines for Good
Clinical Practice (GCP) sowie der Deklaration von Helsinki von 1975 (sechste Revision
von 2008) bertcksichtigund eingehakn. Es handelte sich um einen Wissensversuch

und es gab keinen Auftraggeber der Studie.

3.1.1. Patientenrekrutierung n,3 OOAEA c¢mnpnO
Fur die Studie wurden Patienten urre Teilnahme gebeten, bei denen eine
ambulante oder stationare Kataraktoperation und/oder eMigrektomie (ppV)geplant
waren. Die Patienten wurdemach der Operationsaufklarung durch den zustandigen
Arzt, Uber die Studie informiert und mit standardisierten Aufklarungsbdgen Uber Ziel,
Methoden und Risiken der Studigformiert.

Die Studienpatient@ mussten folgende Einschlusskriterien erfillen:

Der Patient wazwischen 18 und 85 Jahre.alt
Er warim Vollbesitz seiner geistigen Krafte

Es wurdeeine Kataratoperationund/oder Vitrektomievorgenommen

= =42 =4 =4

Es lgen keine Ausschlusskriterien vor
Die Ausdalusskriteren fur die Studienteilnahme waren

1 Der Patient hat eine geistige Erkrankur(gvar also nicheinwilligungsfahig)

1 Schwangere Patientinnen
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Es warerNeoplasien bekannt

Autoimmunologische Erkrankung (auch Diabetes mellitus Typ 1)
Diabetes mellits Typ Il

Patienten mit exsudativer AMD

Glaukompatienten

Patienten mit akuten Infektionen

Schwere Lebemund Lungenfunktionsstérungen

=4 =2 =2 A A4 4 A

Suchterkrankungen

Neben der Anamnese bei der Studienpatientenrekrutierung wurden auch die

vorliegenden Befunde undrztbriefe aus der Krankenakte bertcksichtigt.

3.1.2. Klinische Untersuchungsmethoden n,3 OOAEA ¢mnpnO
Die klinische Untersuchung elfite vor der Probengewinnundgsin Hauptziel der
Untersuchungen wadie Feststellung des Glask@érgtatus. Bei Studienteilnehmern,
bel denen eine Kataraktoperation erfolgte, war das im Anschluss an die
Voruntersuchung im Ambulatorium der Augenklinik (in der Regel zwei bis vier Wochen
vor dem Operationstermin). Die paganaVitrektomie (ppV) wurde stets wéhrend
eines stationaren Aufehiltes durchgefuhrt. Hier wurden die Untersuchungen am
Vortag der Operation erhobenNach Abschluss der Erhebung befundet
Assistenzarzt der Klinik die ausgedruckten Schnitteclmogra und die OCT Bilder
ohne Kenntnis des Funduskopiebefundes oder desadperativ festgestellten
Glaskdrperstatus. Nach Beurteilung aller Untersuchuniggte sich der Untersucher
auf @nen Glaskorperstatus fesGlaskorper der Netzhaut anlieger@laskorper partiell

abgehobenGlaskorper komplett abgehoberder Glaskdrpersitus nicht beurteilbar

3.1.2.1. B-ScanUltraschall
Die Frequenz der Ultraschallwellen betrug 10 MH®| war die Darstellung ed

hinteren Glaskorparenzschichtum eine hintere Glaskdrperabhebung nachzuweisen.

Das physikalische Prinzip deitraschalluntersuchung besteht in der Enuosseines
Schallimpulses und déessung der Reflexionen an akustischen Grenzflachen (Echos).

Das gemessene lineare Ead in Helligkeitswerte umgesetzt und ergibt zusammen
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mit der zeitlichen Verzdgerung dasltridschallschnittbild (EScan, BBrightnesk
Ultraschall ist eine etablierte Methode der klinischen Diagnostik in der Augenheilkunde
und wird fur vielfaltige Indikationen eingesetzt (Krolet al. 2008).
Die Ultraschalluntersuchungrfolgte in unserer Stugt am liegenden PatientenEs
wurden am Studienauge acht Schnittbilder im-S&n Modus durchgefuhrt:
Die Meridiane 3, 6, 9 und 12 jeweils in transversaler und longitudinaler

Schallkopforientierunganalog der MI\/6tudie (Stalsmans 2012))

Abbildung 31: Schallkopforientierung der transversalen Schnittbilder

Abbildung 32: Schallkopforientierung der longitudinalen Schnittbilder
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Die Schnittbilder wurden mit Patientennamen, Schallkopforientierung und Meridian,
sowie OD, bzw. OS beschriftet und ausgedruckt zusammen mit dertaseReport

Form(CRI;, dem OCT Ausdruck und den Laborergebnissen archiviert.

T2 05 18:44 JUL @6-11 LOG 8@db

Abbildung3.3: Sonographie des linken Bulbus in transversaler Schallkopforientierirey. partiell abgehobene
Glaskdrper ist durch die Markierundargestellt(weil3er Pfeil)

3.1.2.2. Optische Koharenztomographie (OCT)
Fir die Studien verwendeten wir ein OCT Gerat der Firma Optd@@T analysis
(Carlsbad, CA, USADie optische Koharenztomographie ist ein nicht invesi
Schnittbildverfahren mitpunktueller Atastung des Zielobjektes mittels Licht mit
kurzwelliger KoharenDas Verfahren ahnelt dem der Ultraschalldiagnostilerdings
wird hierbei anstatt des Schalls Licht verwendPas Lichwird nach der Emission
durch die verschiedenen Strukturen der Rati unterschiedlich reflektiert. Die
reflektierten Lichtstrahlen werden durch einen Interferometer zusammen gefthrt und
es entsteht eine Interferenz. Diese wird durch einen Fotodetektor gemessen und nach
den Laufzeiten zu einem Bild zusammengesetzt (Ktall. 2008).Dabei wird ahnlich

des BScanrBildes der Sonographie ein 2D Bild erstellt. Bei gatdaler Auflésung
20



bestent die Mdglichkeit eine Auflosung von 3-6 um zu erreichen

Das Studienprogramm umfasste ddeogramme Crosslineind EMMS5. Das Crossline
Programm zeigt einen Querschnitt der Neuroretina. Diese Darstellung nutzten wir zum
Aufzeigen der hinteren Glaskorpergrenzschicht (PVC). &BMd¥eht fir Enhanced

Macula Map 5und erstellt eine Hohenkartder RetinaoberflachéEinheit um).

Die Bilder wurderanschlieRendauf Darstellungles PV@um Nachweis einer hinteren
Glaskdrperabhebung (PVimn der ILMbefundet Weiter wurde im EMM Programm

die zentrale Makuladicke (CMT) gemessen.

oo Line 551=36.5 £.00mm Scan Length

250 prn

Abbildung3.4: OCT (Programm Crossline) mit Darstetjugsines zystoiden Makuladdems.

os Line 55I=55.0 6.00mm Scan Length

250 pm

Abbildung 35: OCT (Programm Crossline) mit Darstellung eines Normalbefundes.
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Abbildung3.6: OCT (Programm EMg) mit Darstellung des zystoiden Makulatdems in zwei Ebenen und
Errechnung der zentralen Makuladicke (CMi)der Einheit [um]

3.1.2.3. Funduskopie
Vor jederOperationeines Studienpatienten wurde eiriedirekte Funduskopiean einer
Spaltlampe von dnem Oberarzt durchgefuhrt. Dieswaren nicht in die Studie
eingebunden unduhrten eine Bestimmung des Glaskérperadhasionsstatus durch.
der/ ' &S wSLE2NI C2NY 6/ wC0 @gdzZNRS alyfASISYyRaGX
vermerkt.Vor der Funduskopie wurden Mydriatika verabreicht und der Patient wurde

auf ein Fahrverbot nach der Unteishung hingewiesen.

Abbildung3.7: In der Spiegelung des Augenhintergrundgiad die typischen streifigen Netzhautablutungen
(Stern)eines akutensuperotemporalen Venenastverschlusszu sehen(Pfeil).
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3.1.2.4. Sehschéarfenbestimmung
Die Sehschéarfe wurde nach Festlegung der objektiven Refraktion mittels Glaserkasten
(bestkorrigierter FernvisysBCVA und einem Sekeichenprojektor(Fa. Rodenstock)
ermittelt. Die Durchfuhrung ist standardisiert und in der Norm DIN 58220 beschrieben
(Wesemann 2010). Es wurden in einer definierten Entfernung (5m) zwischen
Untersuchungsstuhl und Leinwand Sehzeichen angeboten (sog. Optotypka)nte
der Patient dieOptotypen auf dem Projektor nicht wurde eine Sehprobetafel im
Abstand von einem Meteiangeboten oder eine respektive klinische Beurteilung
durchgefluihrt(Finger zahlen, Handbeweggen oder die Lichtprojektioeiner leuchte

erkennen). Die Dokumentation erfolgte in Dezalen.

Die klinische Sehscharfenbestimmung ohne Sehtafel wurde wie folgt umgerechnet:

Finger zahlen 0,025
Handbewegungen 0,0125
Licht einer Lampe erkennen 0,00625

Tabelle3.1: Umrechnung der klinischen Sehschéiin Dezimale

3.1.2.5. Retinometer
Bei Patienten mit einer Katarakt wurdezusatzlich zur oben genannten
Sehscharfenbestimmungeine Retinometermessung vorgenommen. Hierbei wurde
mittels zwei interferenter Laserstrahlen in definierter Breitas Auflésungsvermdgen
der Netzhaut getestet. Der Patient gallie Richtung der Streifen an und es erfelgt

eine Abschatzung dewmch Kataraktoperation zu erwartend&fisus (Langt al.2008).

3.1.2.6. Augeninnendruckmessung (Tonometrie )
Bei der ophthalmologischen Voruntersuchung der Patienten vorQjgeration wurde
standardgemal  der intrdmlare Druck gemessen. Es wurde eine
Applanationstonometrie nach Goldmann an der Spaltlamffea. Haagptreit)
durchgefuhrt. Hierzu wurde das Auge mit-21 Tropfen Lokalan&sthetikum
(Novesing),4%; Fa. Omnivisionynd FluoresceinlosungFluorescein 0,5%, Apotheke
Universitatsklinikum Marburgyorbehandeltund mit dem Druckkorperchen mit der
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Auflageflache 7,35 mmianter Blaulichtder zur Applanation der Cornea notwendige
Druck ermittelt Es wurde an beiden Augen gemessgerst rechts, dann links)nd der

Druckin der Einheit mmHg im CRF festgehalten.
3.1.3. Probenentnahme 3 OOAEA ¢mnpnO

3.1.3.1. Entnahme der Vorderkammerflussigkeit
Bei einem Teil des Studienkollektivs entnahmen wir Kammerwasser aus der
Vorderkammer im Rahmen einer Kataraktoperatiddach der lokale Desinfektion
und Anasthesievurde durch den Operateur am Rande der Hornhaut eine Parazentese
durchgefiihrt. Diese dientls Zugang der Operationsinstrumente und der spateren
Kunstlinse. Die Operation wurde fast ausschlie3lich durch extrakapsulare

Kataraktextraktion mit Phakoemulsifikationstechnik durchgefthrt.

Nach der Parazenteddtt Kammerwasser aus der Vorderkammersaund wird durch
ein Gel ersetzt. ldieser Studie wurde Kammerwasser nach der Parazentese mittels
Insulinspritze (Inl) und Kanule aspiriert. Es wurde ein Probevolumen von 250 pl
angestrebt.Diese Entnahmemethod&vurde evaluiert und verdffentlicht. Es eaben

sich keine Komplikationen ursiegalt als sicher (Bertelmaret al.2012).

Direkt nach der Entnahme des Kammerwassers wurde dieses mit einer
Citratpufferlosung im Verhdtis 1:1 mittels einer Eppend@fPipette vermischt. Diese
Pufferlosung wurde mi einer 3,13prozentigen Natriumcitratldsung hergestellt
(EIFELFANGO, BdduenahrAhrweiler, Losung mit Kochsalz 0,9% im Verhaltnis 1:4).
Nach der Pufferung wurde die Proben in einem -20°C kalte Gefrierschrank

eingefroren

3.1.3.2. Entnahme der Glaskoérperproben
Zur Untersuchungler Fibrinolytika im Glaskdrperkquirierten wirelf Patienten, bei
denen eine Vitrektomigyeplant war. Bei der pars planétrektomie (ppV) werden die
drei ca. 0,9mm breten Instrumente im Bereich dergpos plana des Ziliarkoérpers
eingebrcht, da dort die Gefahr einer iatrogenen Ablatio retinae am geringsten ist. Mit

einem Vitrektom (einem Saugschneidegerat) wird der Glaskoérper sukzessive entfernt.
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Der intraokulare Druck wird durch Appékion einer Infusionsldsung konstant gehalten
(Mache¥ SN MmpTt MT h.Qal ffSe& mMdpTrpo

. SA RSY {GdzRASY LI GASYyGSY g dziNR SterilerS A y' S
Aspirationsschlauch mit eingesetzter Eppen@oprovette zwischen das Vitrektom

und das Absauggerat gesetzt, um ca. 500 Glaskérper zu aspirieren
(Schmidtet al. 2007).

Die Aufbereitung der Proben erfolgte analog zu der Kammerwassexkeme mittels
Pufferung mit 3,130 Citratpuffer im gleichen Volumenverhéltnis. Die Aufakrung

erfolgte ebenfalls im20°C kalten Gefrierschrank.

3.1.4. Laboranalysen 3 OOAEA c¢npnO
Die laboruntersuchungerwurden in zwei verschidenen Laborerdurchgefihrt Die
Analysen der Fibrinolytika in Citratblut und Glaskorpend Kammerwasserproben
wurden im Zentrum fir Transfusionsmedizin und H&amotherapie des
Universitatsklinikums Giel3en unMarburg GmbH, Standort Marburg, unter der

Leitung von Herrn PD Dr. med. Ulrich Sadbschgefuhrt.
Die verwendeten Kits waren

SIEMENS INNOVANGEiDer

SIEMENS Berichrom Plasminogen

SIBMENS Berichrom a&ntiplasmin

SIEMENS Berichrom PAI

TECHNOZYM(R) R@émplex ELISA Kit (Fa. technoclone)

= =2 =/ =4 =4

Der INNOVANCE-Mmer Assay bestimratdie D-Dimer Konzentrationin einem
Messbereich von 0,1Bis 4,4mg/l. Die Messung der Plasminogenaktivit@it dem
Berichrom Plasminogen Testkit erfolgte in der Einheit % der NomN) 6t einem
Messintervall von 0 bis 150%urch den Berichrom aZntiplasmin Test konnte
ebenfalls a2-Antiplasmin zwischen 0 und 150% der Norm gemessen werden.

Plasminaktivatoinhibitor 1 (PAfL) wurde in U/ml zwischen 2,68 und 4,48 U/ml sicher
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bestimmt. Die Plasmira2-AntiplasminrKomplex (PAP) Bestimmung erfolgte in ng/ml

und hatte ein Messintervall von 0 bis 514 ng/ml.

Das ELISA Verfahraenelches in den oben genannten T#8ts genutzt wurdeist 1971

erstmals publiziertvorden (Engvall 1971, Vaweemen 1971)ln unserem Fall wurden

RAS yIOKI dzgSAaSYyRSy {G2FFS YAG(HRMa ista{ | YRGA
eine Mikrotiterplatte mit einem Antikérper beschichtet und bindet die Fibrinolytika.

Nach einer testspezifischen Inkubationszeit wird die Mikrotiterplatte mit Wasser
ausgewaschen und ein zweiter Antikérper zur Detekti(detection antibody

hinzugeflgt. Diser bindet an eine andere Stelle als die Antikdrper der Mikrotiterplatte

und wird nach erneutem Waschen durch erum Enzym passendeshromogenes

Substrat nachgewiesen: Es wird eine Farbreaktion ausgeMitiels Farbumschlag

oder Chemalmineszenz erfajt der Nachweigvgl. Rehm et al. 2010Die quantitative

Bestimmung erfolgt anhand einer Standardverdinnungsreihe.

Weitere Tests wurderm Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie des
Universitatsklinikums Giel3en und Marburg, Standort Marl{iingektor: Prof. Dr. med.
Harald Renzbeauftragt.

Das sind:

1 CRREinheit: mg/l)
1 HbAC(Einheit %)

Hier galt dassdie alters und geschlechtsspezifischen Referenzwerte des Zentrallabors
Ffa ab2NXIfa |y3aSy2YYSy gdzNRSY @ enLdieseRSNI a il
Parameter nicht weiter verfolgt. it erhdhter HbAlc Anteil oder CRY¥ert galt als
Ausschlusskriterium.

32. 300AEAT AAGECT n300AEA ¢mpcO
5AS C2ft3Sai0dzRAS a{0dzRAS HAamMHA GdzNRS- Ay Y22
und Glaskdrperchirurgie der Auddmik der GoethéJniversitat Frankfurt
durchgefuhrt.Die Grundsétze der Deklaration von Helsinki von 1978ef{8sion von
HNnnyo dzyR RSNJ SdzZNBLINAAOKSY [SAGEAYASY FNN

beachtet. Die Ethikkommissionen der Goethmiverstat Frankfurt (Aktenzeichen
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351/12)und der PhilippsJniversitat Marburg Aktenzeichen 117/10gaben im Vorfeld

ein positives Votum ab. Wir verfolgtemen prospektiven Ansatz.

Die Studie war ein Wissensversuch und es gab keinen Auftraggeber. Die BirarasN
Pharma AG, Nurnberg, hatediStudie finanziell unterstitzohne Einfluss auf die

Studiengestaltung, Durchfuhrung, Auswertung oder Veroffentlichung zu nehmen.

321. 0AOEAT OAT OAEOOOEAODBT ¢ n3O0OOAEA ¢mpcO
Die Patienten wurden in den Studienzentren Frankfukudgenklinik der Goethe
Universitat Frankfurt) und Marburg (Augenklinik des Universitatsklinikums Marburg)

rekrutiert.

Es wurden Patienten um Teilnahme an der Studie gebeten, die einen frischen ZVV oder
VAV erlitten (nicht alter als sechs Wochen) und benete eine ppV oder eine
Kernvitrektomie (cppV) geplant war. Bei diesen Patienten lagen typische
funduskopische Befundefur eine RVO vor. Eine Ergadnzung durch eine
Fundusphotographie oder Fluoreszenzangiographie erfolgte bei Bedarf zur
Klassifizierung der dbhamie, Feststellung eventueller Hamorrhagien und zur
Befundsicherung der Funduskopie. Zur Bildung einer Kontrollgruppe wurden Patienten
in die Studie eingeschlossen, die eine ppV oder cppV erhalten salliee dass eine
Stérung der BluRetinaSchrankebekannt gewesen isZum Beispiel Vitrektomie bei

Macular pucker)

Alle Patienten wurden vor der Studienteilnahme ausfthrlich durch einen Arzt Gber die
Risiken der ppV und der cppV aufgeklart. Hierzu wurde ein standardisierter
Aufklarungsbogen verwendetskvurden das Ziel und der Ablauf der Studie ausfihrlich

besprochen und das Einverstandnis zur Teilnahme schriftlich dokumentiert.
Studienpatienten mussten folgende Einschlusskriterien erftllen:

Der Patient war zwischen 18 und 85 Jahre alt
Er war im Vollbsitz seiner geistigen Krafte

Es wurde eine ppV oder cppV vorgenommen

= =/ =4 =4

Es lagen keine Ausschlusskriterien.vor

27



Als Ausschlusskriterien fur alle Studiengruppen wurden definiert:

Vitreomakulares Traktionssyndrom
Neovaskularisationen (jeglicher Lokalisation)
Intravitreale Medikamentengaben in der Anamnese

Laserphotokoagulationen in der Anamnese

A =/ =/ =4 =4

Intraokuléare Operationen (inklusive Kataraktoperationen) in den letzten sechs
Monaten

Zeichen einer Glaukomerkrankung

Diabetische Netzhautveranderungen

Intraokuléarer Re- oder Entziindungszustand

Traumata des Auges in der Anamnese

Einnahme von Immunsuppressiva

Malignome in der Anamnese

=4 =/ =/ A4 A4 -4 -

Teilnahme an anderen Studien
322.+1 ET EOAEA 51 OAOOOAEOT ¢cOi AOET AAT n300AE
Wir untersuchten die Teilnehmer der Studiker Gruppen mittels Sehscharfaestung,

OCT, Fundusphotographie und Fluoreszenzangiographie (FAG).

Ziele der Untersuchungen waren die Klassifikation der RVO und die Einteilung in

hamorrhagisch/nicht hamorrhagisdowieischamisch/nicht ischamisch

3.2.2.1. Sehschéarfenbestimmung
DS . SadAYYdzyd RSN { SKAOKNNFS SNF2€t3GS |yl f:

(siehe oben).

3.2.2.2. Funduskopie
Bei jedem Studienpatienten wurde eine indirekte Funduskopie an einer Spaltlampe
von einem Oberarzt durchgefuhrt. Es wurde auf klinische Zeichers egtmalen
Venenverschlusses (RVO) geachtet. Bei den Studienteilnehmern der Kontrollgruppe
wurden Erkrankungen des hinteren Augenabschnittes ausgeschlossen, die mit einer

Blut-RetinaSchrankenstérung einhergehen
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Vor der Spaltlampenuntersuchung wurdeNlydriatika (Tropicamid/Mydriaticum
Stulin® und/odePhenylephrinhydrochlorideosynephrilPOS® 5%erabreicht uml
die Studienteilnehmer wurdenm Vorfeld tber ein Fahrverbot nach der Untersuchung

aufgeklart.

3.2.2.3. Fundusphotographie
Bei unklarem ophthalmoskagchen Befund wurde eine Fundusmbgraphie mit einer
Spiegelreflexkamera angefertigkamera: Zeiss FF 450 plus IR, Sensor: W&7KY
Auch hier wurde ein Mydriatikum(Tropicamid/Mydriaticum Stulln® und/oder
PhenylephrinhydrochlorideosynephrilPOS® 5%)erabreicht. Das rotfreie Bild der
Funduskamera stellt gut pathologische Prozesse der innersten Netzhautschicht dar

(Langet al.2008). Wir beurteilten die Fundusbilder auf Zeichen einer Hamorrhagie.

3.2.2.4. Fluoreszenzangiographie (FAG)
Wir nutzten eine 50Fluaeszenzangiographie (OIS WinStation, 11KTM; CCS Pawlowksi
GmbH, Jena) mit Fluoreszein. Es ward® ml Fluoreszeinnatrium in die Kubitahe
injiziert. Durch ein Filtersystem wird das Fluoreszein in den Gefal3en der Netzhaut mit
blauem Licht zur Fluoreszeamgeregt. Ein Sperrfilter vor der Spiegelreflexkamera halt
den gelbgriinen Farbanteil zurtick, sodass auf dem Bild nur die Fluoreszenz abgebildet

wird.

3.2.2.5. Spectral-Domain optische Koharenztomographie
Die OCT Messungen wurden mit einem StandgpdctralDomain OCT (3D OQUO00;
Topcon, Tokyo, pan) dirchgefuhrt. Als Einstellung wurde eine Scantiefe voma3
mit einer horizontalen Auflésung von 20n und einer longitudinale Auflosung von 5

6 um gewahlt.

Ziel der Messungen war die Errechnung dentralen MakuladickdCMT) durch die
Differenz der AScan Distanz der ILMind der Basalmembran des retinalen
Pigmentepithels (RPE).

323. 001 AAT AT O1 AET A n3O0OAEA ¢mpcO
CNNJ RAS a{0GdzRAS HAamMHG GdzZNRSY I dzaAaOKfASGOf A
wurden mittels zweier Verfahren entnommen: Mit der bereits beschriebenerV pp
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(siehe Seite24 f) und mit einercore-parsplanaVitrektomie (cppV). Dabei wurde ein
23 Gauge Vitrektor verwendet (Intrect@ Insight Instruments, Stuart, Florida&SA).
Weiter wurde nur einGeratezugang bendtigt. Die cppV gilt latsnplikatiorsarm und
sicher (Koclet al.2011).

Die cppV fand ebenfalls im antiseptischen Operationsraum statt. Es wurde eine
Desinfektion des Operationsgebietes vorgenommen, eirleokalanasthesie
durchgefuhrt und nah einer schrdgen Sklerotomie die Spitze des Vitrektors im
zentralen Glaskorper positionietlittels Kopfophthalmoskop und 28pt-Linse wurde

die Lage kontrolliert. Durch den Saugschneidapparat des Vitrektors wurde mit der
Probengewinnung begonnen und ekt am Anfang der cppV aspirierte ein Assistent

ca. 500ul Glaskorperflussigkeit fur die Stedi

Der Operateur achtete auf demtraokularen Druckum eine Bulbushypotonie zu
vermeiden. Nah der Probenaspiration begann den ZVVund VAVGruppen die
Infusion mit isotoner Lésung (BSS®, Alcon, Freiburg), sowie die Applikation vorg1,25
(100pl) Bevacizumab (Avastin®, Genentech, San Francisco, Kalifornien, USA) und
0,8mg (200ul) Dexamethason (Dexaratiopharm®, Ulm) Amlehnung an die

intravitreale Kombinationstherapie (Kossal.2012).

Bei Patienten der Kontrollgruppe wurde eine ppV mit-@&uge Vitrektom als
konventionelle ppV durchgefiihrt. Nach Einsetzen der drei Trokare wurden cal 500
Glaskdrperprobe entnommermevor die Infusion mittels isotoner Losung (BSS®, Alcon,
Freiburg) gedffnet wurde, um eine Verdinnung der Glaskoérperflissigkeit zu

vermeiden

Die Glaskorperproben aller drei  StudiengruppefZVVVGruppe, VANGruppe,
Kontrollgruppe) wurden direkt nach der Enahme unverdinnt und ohne Zusatz
weiterer Reagenzien in 18l Eppendo®-Gefaliepipettiert und direkt in einem

Gefrierschrank-20°Cingefroren.

Die Aufbereitung der Proben vor der Laboranalyse war fir alle drei Studiengruppen
gleich. Nach dem Auftaueauf 23°C wurden 200 pl Glaskoérperprobe mit 200

5%Humanalbuminlésung (CSL Behring, Marburg) mittels einer Pipette vermischt. Von
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dieser L6sung wurden wiederum 200 mit der Pipette enthommen und mit 2Qd
Arginin (pH 8,6) vermischt und dadurch stespelrt (Stief 2012)

3.24., AAT OAT A1 UOAT n300AEA ¢mpcO
Wir bestimmten in den Glaskérperprobatie Plasminogeaktivitat (des funktionellen

Plasminogens)die PARKonzentration die VEGKonzentrationund die Konzentration
desD-Dimers. Alle Verfahren sind nach d&LISMethode durchgefihrt worden.

Die Messung des funktionellen Plasminogens erfolgte chromogen nach Aktivierung von
Plasminogen mit Streptokinase (Chromoged&machrom, Essen). In diesem Fall wird
die Farbanderung des Substrates bei der Aktivieromg Streptokinase mit einem

Photometer gemessen. Die Intensitat der Farbe steigt mit der Konzentration.

Die PARKonzentration wurde mittels ELISA (DRG Marburg) am PHOmMo
(Mikroplattenphotometer Anthos, Krefelpdbestimmt. Auch hier kann die Abgdion
der Ratientenproben nach ezymatischer Aktivierung mit Standardreihen verglichen

und dadurch auf die Konzentration des PAP in der Probe geschlossen werden.

Fur die Bestimmunp der VEGKonzentration wurden die mit Arginin stabilisierten
Proben verwendet KLISA: Chemiluminescence Elisa QuantiylBGkKit, R&D
Wiesbaden)Bei dieser Bestimmungird ein Luminolverstarkte Lumineszenztest am
LUmo (Mikroplattenluminometer, Anthos, Krefeldpdurchgefihrt Bei einem
Lumineszenztest wird durch ein Photometer diehtemssion aus der chemischen
Reaktion gemessen. Auch hier kann duddm Vergleich einer Standardkurve und

Mehrfachmessung auf die Konzentration des Substrates geschlossen werden.

3.3. Statistische Auswertung
Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SP®SIBM) genutzt. Tabellen
und Diagramme wurden mittels SPSS 14.0 (IBM), Office Word 2007 (Microsoft) und
Office Excel 2007 (Microsoft) erstellt.

Im Vorfeld der Studie 2010 wurde mit FrBu. NinaTimmesfeld aus dem Institut fur
medizinische Biometrie und pilemiologie der PhilippEniversitdt Marburg eine

statistische Beratung durchgefihrt.
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Zur Analyse von unverbundenen Stichproben mit mehr als zwei Gruppen nutzten wir
den KruskBWallis Test (Studie 2010: Visus, CMT, GlaskoérperstatusDirbere,
Plasminog¢ > -Antiplasmin, PAPStudie 2012: Plasminogen, VE&RPAP, IDimere

und Alter) bei zwei Gruppen den MaAWhitney-U-Test(Studie 2012: Visus und CMT)
Der Vergleich zweier nominalskalierter Variablen wurde mittels eines
zweidimensionalen ChiTestberechnet. Bi genau zweGruppenvariablen wurde der
Cramés Index errechne(Studie 2012: Hamorrhagien in der Fundusphotograjpime
Ischamien im FAG). Korrelationen  wurden mit dem  Spearman
Rangkorrelationkoeffizient errechneEin signifikantes Ergebnigurde bei pWerten

<0,05 angenommen.
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4. Ergebnisse

41. %OCAAT EOOA AAO n30OAEA ¢mpmnO
Es wurderbei der Auswertung@uchDaten einer Vorgangerstudieerwendet, welche
die Konzentratioen von Fibrinolytika bei Patienten mit altersbedingter
Makuladegeneration(AMD) und diabetischer Retinopathie untersucht habiese
Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Marburg unter der Nummer
94/09 genehmigt. Die Ergebnisse wurden in einer Dissertation und einem Fachartikel
ausgewertet und verotffentlicht (Spychkits 2013, Bertelmann et al. 2013). Patienten
mit VAV und ZVV konnten nicht gewonnen werden. Anhand der folgenden Daten kann
in der Diskussion aufgezeigt werden, weshalb die Methoden zur Studie 2012 ge&ndert

wurden.

Wir haben insgesamt 105 Augen eingescldosdei denen entweder Kammerwasser,
Glaskorperflissigkeit oder beides entnommen wurde. Es wurden 97
Kammerwasserproben undllGlaskorperproben untersucht, davon sechs Patienten
mit Enthnahme beider Proben. 39 Patienten hatten eine AMD, acht eine diabetisch
Retinopathie, ein Patient hatte sowohl einen Zentralvenenverschluss als auch eine
AMD und 57 Patienten waren in der Kontrollgruppe. Die weiteren epidemiologischen

Mal3zahlen sind in folgender Tabelle aufgefuhrt:

Geschlecht maéannlich 22 16 5 0 43
weiblich 35 23 3 1 62

Gesamt 57 39 8 1 105

Alter der Patienten 685+16|76,2+12 645+39 87 71,2+11,2

Tabelle 4.1 Kreuztabelle der Haufigkeiten. Kontrollge. Kontrollgruppe, DR = Diabetische Retinopathie, AMD
Altersbedingte Makuladegeneration, ZVV = Zentralvenenverschluss

Bei allen Probanden wurdensés (BCVA) und zentrale Makuladicke (CMT) bestimmt.
Dabei konnten keine signifikanten Verteilungen festghisteverden. Die Gruppe
a¥%tr+tb!l a5d HdzZNRS YyAOK(H SAYy3ISNBOKYSGZ RI
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Visus 03+0,14 | 032+02 | 038%021 | 0,33+0,2 0,072
(N=36) (N=6) (N=55)

CMT[um] 331 £ 54 349 £ 54 339 £ 65 337 £ 60 0,59
(N=36) (N=6) (N=55)

Tabelle4.2: Mittelwerte und Standardabweichungn des Visus und der zentrah Makuladicke in den

verschiednen Studiengruppen.

Abbildung4.1: Boylot Diagramm der CMT (p = 0,5RruskalWallis Test)
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Abbildung4.2: Boxplot Diagramm des Visus (p 982, KruskalWallis-Test)

Wir erhoben bei den Probanden mittels Sonographie, OCT und Funduskopie den

Adhasionsstatus des Glaskoérpers. Auf die Studiengruppen ergab sich folgende

Verteiung:

Glaskorper 20 14 3 1 38
anliegend

Glaskorper 20 13 4 0 37
partiell

abgehoben

Glaskorper 15 11 1 0 27
komplett

abgehoben

Nicht beurteilbar | 2 1 0 0 3
Gesamt 57 39 8 1 105

Tabelle4.3: Glaskoérperstatus in den verschiedenen Studiengruppen.
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Der Glaskorperstatus zeigt keine signifikante Abhangigkeit von der Zugehdorigkeit zu

einer Studiengruppe (Naherungsweise Signifikanz p = 0,38; kki/sliz Test)

Die Glaskorperund Kammé&ll | 4 8 SNLINR 6 Sy 4 dzNR SAftiplasdah, t | & YA
D-Dimere, Plasmuf\ntiplasminKomplex und PAL untersucht. Es stand nicht immer

genugend Probenmaterial fur die Analyse aller Parameter zur Verfigung. Hier ergab

sich eine Priorisierung, sodass zueligtD5 A Y SNB = RAntiplasmit} dann das

Plasminogen und schliellich der PlasmirAntiplasmirKomplex und der

Plasminaktivatodnhibitor-1 bestimmt wurden.

4.1.1. Untersuchung der Kammerwasserproben
Plasminogen konnte im niedrigen Bereich zwischen 0@@d 1 % der Norm
nachgewiesen werden. Es gab einen stark abweichenden Wert in der AMD Gruppe
(Studienpatient 28: Plasminogen = 394,5 % d.N.), der aus der Berechnung als Ausreil3er

ausgeschlossen wurde.

h- HAntiplasmin konnte in geringer Konzentration in d@ntrollgruppe und der AMD
Gruppe aufgezeigt werden. Bei den Patienten mit diabetischer Retinopathie wiesen wir

es nicht nach. Es zeigte sich keine signifikante Verteilung.

D-Dimer wurde in allen Gruppen stets mit 0,17 mg/lI bestimmt.-P&bnnte in keiner

Kammerwasserprobe nachgewiesen werden (N=47)

LYy RSNJ {(GdzRASYINHzZLIIS a! a5 dzyR %+x+da @ dz2NRS |

Glaskdrperprobe entnommen.
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Plasminogen 0,02 + 0,036 0,055 + 0,183 | 0,028 + 0,038 0,61
[%d.N.] (N=43) (N=10) (N=4)

h HAntiplasmin | 0,52 + 1,7 1,32+3,1 0 (konstant) 0,209
[U/ml] (N=47) (N=33) (N=5)

PlasminrAlpha2- | 17,43 + 6,06 17,5+5,76 17 0,917
Antiplasmin (N=14) (N=16) (N=1)

Komplex [ng/ml]

Tabelle 4.4 Mittelwerte und Standardabweichungn der Fibrinolytika in den Studiengrupgm.
Nicht abgebildet: BDimer und PAdL. Signifikanzberechnung mittels Kruskallis- Test.
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Abbildung4.3: Boxplot Diagramm des Plasminogen im Kammerwaggper 0,61; KruskaWallis- Test)
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Abbildung4.4: Boxplot des Alpha2-Antiplasmin im Kammerwasser (0,209 KruskaiWallis-Test)
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Abbildung4.5: Boxplot des Plasmipha2Antiplasminkomplex im Kammerwasser (p = 0,917; Kruskédllis-
Test)
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4.1.2. Untersuchung de r Glaskorperproben
Wir konnten die Glaskorperproben zu elf Patienten auswerten. Aufgrund der
ausreichenden Probenmenge konnten stets alle Parameter bestimmt werden.
PlasminogenPlasminaktivatodnhibitor 1, D-Dimere und der Plasmih HAntiplasmin
Komplexkonnten in allen Proben aller Subgruppen bestimmt werden. Dabei zeigte sich
1SAYS &AAIYATFALLIYGS +SNISACE dofrliplasiphiké e RSy {

nur in der Kontrollgruppe aufgezeigt werden. Plasminaktivatorinhidittonnten wir

nicht im Glakorper nachweisen.

Plasminogen 0,656 * 2,135+2,963 | 1,683+ 2,744 | 9,7 0,61

[%d.N.] 0,792 (N=5) | (N=2) (N=3) (N=1)

h HAntiplasmin | 1,36 + 3,04 | 0 (konstant) 0 (konstant) 0 0,753

[U/ml] (N=5) (N=2) (N=3) (N=1)

D-Dimer [mg/l] |0,35+0,22 |2,39+3,14 1,83+2,42 4,61 0,359
(N=5) (N=2) (N=3) (N=1)

PlasmirAlpha2- | 13,2 +8,38 | 15,5+2,12 18+2 14 0,461

Antiplasmin (N=5) (N=2) (N=3) (N=1)

Komplex [ng/ml]

Tabelle4.5: Mittelwerte und Standardabweichungen der Fibrinolytika in den Studiengruppbfessung der
Glaskorperproben. Nicht dargestellt: PAL Berechnung der Signifikanzen mittels Kruskidallis-Test.
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Abbildung4.7: Boxplot des AlphaAntiplasminim Glaskérper Es wurde au3er einem "Ausreil3er" in der
Kontrollgruppe kein Alpha2-Antiplasmin nachgewiesefp = 0,753; KruskaWallis-Test)

40



4,00

3,00

2,001

D-Dimere im Glaskorper [mg/l]

1,007

- =

,0077

T T T T
Kontrollgruppe AMD DR AMD + ZVV

Studiengruppe

Abbildung4.8: Boxplot der DDimereim Glaskorper (p 9,359; KruskaWallis Test)
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Abbildung4.9: Boxplot des Plasmi\Ipha-2-Antiplasmin im Glaskérper (p = 0,461; Kruskélhllis Test)
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42. %OCAAT E Ctudie 28120 n,
Es wurden 47 Augen von 47 Patienten in die Studie eingeschlossen. Dabei wurden 14
Patienten der ZVXGruppe, 22 Patienten der VAStuppe und elf Patienten der
Kontrollgruppe zugeordnet. Hierbei handelte es sich um 19 Patienten und 28
Patientinnen im Alter en 33 bis 89 JahrenEin signifikanter Untersaobd der

Altersverteilung der drei Gruppen bestand nicht (p= 0,1@ig epidemiologischen

Mafl3zahlen und Charakteristika sindatgenderTabelle aufgefihrt

Geschlecht mannlich 5 5 9 19
weiblich 6 9 13 28

Gesamt 11 (23 %) 14(30 %) 22 (47 %) 47

Alter der Patienten 59,1 +14,1 69,7+145| 69,1+126 67 +14

Tabelle4.6: Kreuztabelle der Haufigkeiten

Die Sehschérfe, die CMT und eine Untersuchung Eendusphotographie auf
Hamorrhagie und der Fluosgenzangiographie auf Ischamieirden nur in der Z\&V/
und VAVGruppe durchgefuhrt.

Weder der Visus (BCVA), noch die CMT der Studiengruppen ZVV und VAV

unterschieden sich signifikant.

Visus 0,18 +0,13 0,25+0,14 0,23+0,14 0,116
(n=14) (n=22) (n=36)

CMT [um] 415+ 122 470 + 152 450 + 143 0,298
(N=11) (N=20) (N=31)

Tabelle4.7: Visus und CMT bezogen auf die Studiengruppe
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Abbildung 4.D: Boxplot Diagrammder CMT (p = 0,298, Marwhitney-U-Test)

Abbildung 411: Boxplot Diagramm des Visus (BCVA) (p = 0,116, Mafmitney-U-Test)
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