Einleitung
Erkrankungen der Retina wie die Frihgeborenen-
Retinopa-thie und die diabetische Retinopathie fihren
zum progredien-ten Visusverlust durch Gefél3neubildung
(1-3). Durch die Hypoxie wird die Expression und
Sekretion  parakriner  Faktoren einschliefllich  des
vaskuléren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) durch
retinale Stromazellen (Mullerzellen, Astrozyten) bedingt
(4-6). VEGF erhoht die endotheliale Permeabilitédt und
fohrt zur Extravasation von Plasmaproteinen, u.a.
Plasminogen und Fibrinogen (10). VEGF stimuliert auch
die Endothelzellen zur Transformation zum angiogenen
Phanotyp mit verdnderter Genexpression z.B. der
Hochregulation von Effektormechanismen wie
perizellulérer Proteolyse (Hochregulation von u-PA und t-
PA) (7-10). u-Pa und t-PA aktivieren Plasminogen zu
aktivem Plasmin. Bei der Angiogenese ist die Degradation
der extrazelluléren Matrix die Voraussetzung fir Invasion
und Migration von Endothelzellen und die Bildung neuer
Kapillarlumina (Abbildung 1).

Abbildung 1: Stadien der Angiogenese

An der perizelluldren Proteolyse nehmen verschiedene
Enzymsysteme wie die Metalloproteinasen und die Serin-
Proteasen (z.B Plasmin) teil. Plasmin ist teils direkt, teils
indirekt (durch die Aktivierung von Matrix-Metallo-
proteinasen) an der Degradation der extrazelluldren Matrix
beteiligt (10). Aprotinin (MW 6500) ist ein Serin-
Protease-Inhibitor, der mit hoher Effektivitdt Plasmin,
aber auch andere Enzymaktivitéten inhibiert (11). In in-
vitro Experi-menten kann Aprotinin die Angiogenese
verhindern (12,13). Unser Ziel war es, zu untersuchen, ob
die systemische Gabe von Aprotinin  in  einem
Mausmodell retinale Neovaskularisation in-vivo hemmen
kann.

Methodik

Die Untersuchungen erfolgten im Mausmodell der O,
induzierten retinalen Neovaskularisation (13) (Abbildung
2).
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Abbildung 2: Experimentelles Protokoll der
O,-induzierten Retinopathie der neugeborenen
Maus

A. Quantifizierung der retinalen Neovaskularisationen.
Die enukleierten Augen wurden in 4 % Paraformaldehyd fir
mindestens 24 Stunden fixiert und anschliefend in
Paraffin eingebettet. Axiale Schnitte (6 um Dicke) wurden
PAS-geférbt. Zellkerne von Gefélen auf der vitrealen Seite
der inneren Grenzmembran wurden in 15 Schnitten pro
Retina (jeder 3. konsekutive Schnitt) gezdhlt. Die
Zellguan-tifizierung  erfolgte  in  Unkenntnis  der
Préparatidentitét.
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B. Behandlung _mit _Aprotinin.

Direkt nach der Entnahme aus dem Inkubator (p12) wurde
bei einer Teilgruppe eines Wurfes (insgesamt 2 Wurfe) die
subkutane Applikation von 2 x 200000 Kallikrein
Inhibitor Einheiten Aprotinin /Kg x Tag Uber 5 Tage
durchgefiihrt.  Die  Kontrolltiere  erhielten eine
Scheinbehandlung mit NaCl. Gruppenunterschiede wurden
mit dem Student’s t-Test fir unverbundene Stichproben

geprift

Ergebnisse

In alen untersuchten Retinae wurde eine zentrale
avaskulére Zone als Ausdruck der Hyperoxie-induzierten
Geféi3-obliteration festgestellt. Die ersten retinalen
Neovaskulari-sationen wurden fluoreszenzangiographisch
36-48 Stunden nach Ruckfuhrung der Tiere in Raumluft
beobachtet (nicht gezeigt). Die subkutane Injektion von 2
X 200000 KIE Aprotinin/kg x Tag reduzierte die maximale
Gefalneubil-dung nach 5-tégiger Behandlung um 34 % im
Vergleich zu den scheinbehandelten  Kontrollen
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Effekt von Aprotinin auf die
retinal Neovaskularisation im Mausmodell.

SchluR3folgerungen

1. Dies ist der erste in-vivo Nachweis einer wirksamen
Préavention einer proliferativen Retinopathie durch die
systemische  Verabreichung des  Serin-Proteasen
Inhibitors Aprotinin. Der inhibitorische Effekt (34 %) ist
vergleichbar mit dem inhibitorischen Effekt (35 %) der
gezielten Blockade von VEGF (15).

2. Der inhibitorische Effekt von Aprotinin auf die
Angiogenese in diesem tierexperimentellen Modell ist ein
weiterer Hinweis fir die Beteiligung von Serin-Proteasen
an der Entwicklung der proliferativen Retinopathie. Als
wichtigstes Ziel der Aprotinin-bedingten Blockierung der
Angiogenese kommt Plasmin in Frage. Es bleibt zu
untersuchen, ob auch die Inhibition weiterer Serin-
Proteasen wie z.B. Kallikrein relevant ist.
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