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1 EINFUHRUNG

1 EINFUHRUNG

1.1.Hintergrund: Elektrische Sehprothesen

Durch die Fortschritte in der modernen Mikroteclogié finden elektrische
Stimulatoren in der Medizin zum Ersatz motorischend sensorischer
Korperfunktionen immer haufigere Verwendung. Als idp&ele seien der
Herzschrittmacher zur Steuerung kardialer Funktionder die grof3en Erfolge bei
den sog. Cochlea-Implantaten zum Ersatz des HoBgens bei manchen Formen
der Taubheit genannt. Gemeinsame Basis aller Vieesuwdektrische Stimulatoren zu
therapeutischen Zwecken zu verwenden, ist die ipiglle Moglichkeit, durch ein
externes elektrischen Feld die Membraneigenschatteres Neurons so zu
beeinflussen, dass dieses Aktionspotenziale geherie

Durch die Erfolge der Mikroelektronik ermutigt wagsich nun seit vielen Jahren
internationale Forschergruppen auch an das Gelest Sehsinnes heran und
versuchen, dessen komplexere Probleme auf ahrichend Weise zu l6sen. So soll
bei Blinden oder stark Sehgeschadigten ein rudidnesat Seh- oder
Orientierungsvermogen wiederhergestellt werdenrd8btet man das kompliziert
aufgebaute visuelle System mit den einzelnen@tati der Sehbahn, so bieten sich
hier unterschiedliche Ansatzmdglichkeiten fur emlektronische Stimulation von
Neuronen des Sehsystems.

Derzeit werden die nachfolgend dargestellten ualeesllichen Konzepte verfolgt:

Bei der sogKortexprothese wird Uber eine direkte Stimulation des visuelleortéx
versucht, eine Sehwahrnehmung auszulésen. DiessatArst zwar unabhéngig von
der Funktionsfahigkeit von Netzhaut und Sehnerchdwird diese Vorgehensweise
durch die komplexen Verarbeitungs- und Umcodieracdgstte tber eine Vielzahl
von Interneuronen und die unserer Kenntnis weitgeélemtzogenen Reizverarbeitung
im Kortex verkompliziert.

Eine Ummantelung des Nervus opticus mit vier Elmk#n zur elektrischen
Stimulation soll bei deSehnervprothesezur Auslésung von Sehwahrnehmungen

fuhren.
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Einen weiteren Ansatzpunkt fur die Anbringung alekischer Stimulatoren stellt das
Auge selbst, genauer gesagt die Netzhaut dar. Dabtrscheidet man zwei
prinzipielle Lésungsansatze (vgl. Abb.1.1.): Bapiretinalen Implantat findet eine
Stimulusapplikation an der Netzhautoberflache stissubretinale Implantat hat
seine Wirkung an der Unterseite der Netzhaut. Biegderan, dass nahezu die Halfte
aller Erblindungen durch Netzhauterkrankungen &t werden, sind Forschungen
in diesem Bereich sehr lohnenswéitste Ansatze fanden sich bei TASSIKER 1954,
doch erst die Fortschritte der Mikroelektronik féhr zu einem nachhaltigen

Bestreben, elektronische Sehprothesen zu entwickeln

Abb. 1.1' Die z rinlpiellen Ansatze der réinlen Slllon

Das epiretinale Implantat besteht aus zwei Komponenten, einem externen und
einem implantierten Teil, letzterer, den man aulshRetina-Stimulator bezeichnen
kann, liegt als Mikroelektrodenfeld der glaskérggigen Oberflache der inneren
Netzhaut an, von wo aus elektrische Impulse dikt die Ganglienzellaxone

ubertragen und Uber den Nervus opticus ins Gehieitevgeleitet werden. Uber

Yaus Sachs H. G., Gabel V.-P., Retinal replacemethte development of microelectronic
retinal protheses- experience with subretinal implants and new asp&itaefe’s Archive for
Clinical and Experimental Ophthalmology

-5-
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Leiterbahnen ist das Implantat mit dem externenl Ter Prothese verbunden,
welcher mehrere Funktionen erbringen muss: einedfarals Sensor zur Aufnahme
von Bildern aus der Umwelt, ein externer Prozessa@icher die hier erhaltenen
visuellen Informationen in elektrische Impulsfolgemcodiert, und ein Retina-
Encoder, der die retinale Vorverarbeitung der Emggaignale simuliert und
schlie3lich die Impulse an den im Inneren des Adggenden Teil des Implantates
weitergibt. Alternativ kann als Verbindung desegren und internen Anteils auch
eine drahtlose Ubertragung dienen, was die Platzgeeines Signalempfangers im
Auge beispielsweise im Bereich der explantierterseizur Folge hat.

Im Prinzip ist das implantierte Mikroelektrodenfeldlso lediglich eine

Kontaktstruktur, die eine vorverarbeitete visudtilormation in das optische System

einliest.

1.2. Implantation eines subretinalen Mikroelektrodenship

1.2.1. Das subretinale Implantat

Auf ganz andere Weise arbeitet dabretinale Implantat, welches- wie der Name
schon sagt unterder Netzhaut seine Funktion erfiillen soll, gen@gésagt zwischen
Pigmentepithel und neuronaler Retina platziert wird Deutschland wird dieses

Konzept von einem Konsortium (“SUBRET") §

dem auch die Universitats-Augenklini
Regensburg angehdrt, unter der Koordination
der Universitat Tubingen intensiv verfolgt, |n
den USA beschaftigt sich seit Anfang d
Neunziger CHOW mit diesem Thema, der au
beim Menschen die ersten subretinaldg

Implantate eingesetzt hat.

Im Gegensatz zum epiretinalen Konzept besitzt dabretinale Implantat
lichtempfindliche Elemente und soll somit einen &zsvon Photorezeptoren der

Netzhaut darstellen.
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Der Prototyp eines solchen Implantates sieht falgemalRen aus (siehe auch
Abbildung 1.2.):

Der flexible folienartige Chip besteht aus einem. &0-100 um dinnen
Silikonplattchen mit einem Durchmesser von 2-3 namf dem mehrere tausend
lichtempfindliche Photodioden aufgebracht sind, g#sv versehen mit einer
Mikroelektrode aus Gold oder Titaniumnitrit. Dieneelnen Photodioden mit einer
GroRe von 20 x 2@m sind in Reihen angeordnet (daher auch die Bezerah
“Mikrophotodioden-Array”) und sollen als “artifiZie Photorezeptoren” die

Funktion der Stabchen und Zapfen ersetzen:

B

che die erloschene

PN _ 1

Abb. 1.2 Prototyp eines subretinalen is; rech

Lk

s: Eifleleleoden. wel

Photorezeptorfunktion ersetzen sollen

Durch den photovoltaischen Effekt produziert dash vaul3en auf den Chip
auffallende Licht elektrischen Strom, der wiederdia Mikroelektroden aktiviert.
Diese kbnnen dann die sich anschlielRenden retindéemone (Bipolare, Amakrine

und Horizontalzellen) elektrisch stimulieren undazwenau an dem Ort, an dem die

2aus Sachs H. G., Gabel V.-P., Sehprothesen - pigmziind operative Technik, Nova Acta
Leopoldina
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Elektroden positioniert sind.

Ein bedeutender Unterschied zum epiretinalen Intptaergibt sich also dadurch,
dass der subretinale Chip “nur” funktionslos geveo& Photorezeptoren ersetzt und
somit der nattrliche SignallUbertragungs- und vetitwhgsweg der Netzhaut genutzt
werden kann. Zudem bleibt die Topographie der Emggvollstandig erhalten, was
einen moglichst natirlichen Seheindruck zur Folgat. Ebenso lassen sich
Augenbewegungen fir den Seheindruck nitzlich machen

Selbstverstandlich setzt die Verwendung eines salcimplantates die erhaltene
Funktionsfahigkeit der anderen Komponenten desellssu Systems voraus, sowohl
Optik als auch Ganglienzellen und zentrales Seasyshlissen weitestgehend intakt
sein. Genau dies ist der Fall bei Retinitis pigrosat eine hereditare Erkrankung, fur
die eine Dysfunktion des Pigmentepithels und eilmgpdienter Verlust der
Photorezeptoren charakteristisch ist, wahrend deroR38il der Ubrigen
Netzhautschichten intakt bleibt.

1.2.2. Verschiedene chirurgische Techniken belmdptantation

Um ein solches Mikrophotodioden-Array als Photoptaeenersatz in den
subretinalen Raum zu implantieren, wurden bereaitschiedene operative Verfahren

erprobt.

1. Bei der Implantation des Chigb interno handelt es sich um ein haufig in der
Glaskoérper-Chirurgie angewandtes modifiziertes @aah-Vitrektomie-Verfahren,
bei dem neben dem Infusionsport und zwei Skleroglomflr chirurgische
Instrumente und Beleuchtung noch ein zuséatzlichennf® zum Einfihren des
Implantates gemacht wird.

Nach einer Glaskorperentfernung muss zunachst @nd fir die Elektroden-
Implantation prapariert werden: Uber eine kleinenila injiziert man balancierte
Salzlésung (BSS) in den subretinalen Raum, um éiziut abzuheben. Dann wird
die so entstandene Blase konventionebfiget. Die anschlieRende Injektion einer

viscoelastischen Losung soll die nachfolgende Inmtpkzon der
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Stimulationselektroden vom Glaskoérperraum her entern. Anschlie3end wird der
Chip an der gewinschten Stelle im subretinalen Rawmschen Pigmentepithel und
neuronaler Retina positioniert. Durch Aspirationtfemt man die injizierten
Flussigkeiten, die Eingabe von Perfluorocarbon (BFQhrt zu dem gewlnschten
Wiederanlegen der Netzhaut am Implantat, was file ggute Signaltbertragung

essenziell ist.

2. Bringt man den Netzhautchigb extero Gber einen Schnitt durch Sklera und
Choroidea von auf3en in den subretinalen Raum an,die unzureichende
Sichtkontrolle der chirurgischen Vorgehensweisemclluden Operateur sehr von
Nachteil. Der kontrollierte Durchtritt durch die Adhaut ohne Verletzung der
Netzhaut unter Vermeidung von Blutungen stellt Beisem Verfahren ein kaum
lI6sbares Problem dar. Deshalb wurde ein drittesugdisches Verfahren entwickelt,

welches die Vorteile beider Verfahren verbinder. sol

3. Dabei handelt es sich um eif@mbinierte ab interno und transsklerale
Implantation der elektronischen Sehprothese. Auch hier fiihrt maméchst eine
standardisierte Vitrektomie und Pars plana-Lenteitodurch, bevor in der Sklera
ein Lappchen prapariert wird und zwar an der Stelle der spateren Position des
Implantateintritts unter die Retina entspricht. &ur die Injektion einer
viscoelastischen Losung in den subretinalen Raurd auch hier eine subretinale
Blase erzeugt, jedoch nicht gefolgt von einer Retimie, sondern um die Netzhaut
bei der anschlieBenddnzision der Choroidea von aufRen zu schiitzen. Uber den
nun freien Weg zum Subretinalraum werden die BEbeldn mit Hilfe einer
Fuhrungsfolie an der gewiinschten Stelle unter de&ziut von aulden eingefihrt.
Die injizierte Losung wird so gut wie moglich entig das Sklera-Lappchen vernaht
und wie beim ab interno-Verfahren PFCL in den w@le@ Raum eingebracht, um

einen maglichst guten Kontakt der Retina zum Chigewahrleisten.
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Abb. 1.3% Vereinfachte Darstellung der zwei unterschiedlicimaplantationstechniken.
Wahrend das ab interno-Verfahren (A) eine Retinagoerforderlich macht, ist bei der
kombinierten Methode (B) eine Penetration der Ciue@ notig

A ab interno

intraoperative : postoperative
electrode ‘s

onnecting

retinotomy.

saline [ viscoelastic sol.

stimulation electrode

combined ab interno and transscleral

intraoperative postoperative

electrode’s
connecting
pad

scleral flap

saline / viscoelast. sol

stimulation electrode

Dieses kombinierte Implantationsverfahren hat desl3gn Vorteil, dass sich ein

retinales Trauma aufs Minimale begrenzen lassthalader kombinierten Methode

lediglich eine Penetration der Netzhaut mit eindeinen Kanule fir die

Flussigkeitsinjektion in den Subretinalraum erfolida ist; das Einfuhren des

% aus Schanze T., Sachs H. G. et al., Implantatidrtesting of subretinal film electrodes in

domestic pigs, Experimental Eye Research

-10 -



1 EINFUHRUNG

Mikroelektrodenchips jedoch erfolgt bei diesem ¥aren nicht transvitreal Uber eine
Retinotomie, sondern von aul3en transchoroidal. dladntaktheit der Netzhaut ist
fur die Funktion eines retinalen Chipsim Gegensatz zu anderen elektronischen
Sehprothesen essenziell.

Andererseits geht diese Operationsmethode abereim#m prinzipiellen Problem
einher: Um von aufRen in den subretinalen Raum tangen, ist ein Schnitt durch die
mittlere Schicht des Auges, durch die zur Tunicacuébsa (= Uvea) gehdrenden
Choroidea (Aderhaut) notwendig. Bedenkt man, dass lauptbestandteil der
Choroidea Blut fuhrende Geféal3e sind, deren Bludflonst 800 bis 1200 ml pro 100
mg Gewebe pro Minute zum hochsten im Korper gehdint deutlich, dass die
erforderliche Inzision der Choroidea Probleme mithsbringt. Das operative
Vorgehen des Chirurgen wird im Falle einer starl&ntung in hohem Malde
erschwert, wenn nicht gar unmoglich gemacht.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Versuch, Begblem dieses transchorioidalen
Verfahrens beim kombinierten ab interno und tralesalen Implantationsverfahrens

mit Radiodiathermie zu losen.

1.3. Anatomie und Physiologie der Aderhaut

Zunachst soll einmal auf die Choroidea selbst,rdiben Iris und Ziliarkérper den
grodten Anteil der mittleren Augenschicht (Uveapnemmt, auf deren genauen

Aufbau und Funktion ndher eingegangen werden.

1.3.1. Blutversorgung des Auges

Der Bulbus oculi wird insgesamt von zwei arteriell8ystemen, die beide ihren
Ursprung aus deA. ophthalmica haben, versorgt: dem ziliaren und dem retinalen
System. Letzteres wird von dAr centralis retinae reprasentiert, welche zusammen
mit dem Sehnerven in das Auge eintritt und fur @endhrung der inneren

Netzhautschichten verantwortlich ist. Die artedellersorgung aller anderen Anteile

-11 -
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des Auges Ubernimmt das ziliare System, dem auehG#falle der Choroidea

entspringen. Folgende Arterien gehéren dem zili@efélisystem an:

Die Aa. ciliares anteriores erreichen den Bulbus innerhalb der geraden
Augenmuskeln und teilen sich dann in oberflachlicisklerale Aste, die zur
Versorgung von Sklera, Limbus, Iris und Konjunktibeitragen, und in tiefe Aste;
diese laufen zum Gefal3netz des Ziliarmuskels, rekte Arterien erreichen die
periphere Choroidea.

Je eine deAa. ciliares posteriores longae durchbricht die Sklera medial und lateral
des N. opticus, erreicht nach Durchlaufen eines zéwr Kanals den
Suprachoroidalraum, wo die Arterien im horizontaMaridian nach vorne ziehen,
um anschlie3end des Circulus arteriosus iridis mmajo Ernahrung der Iris zu bilden.
Der Blutzufluss zuAderhaut geschieht zum allergréf3ten Teil durch Ai ciliares
posteriores breves: bis auf einige paraoptische Aste um den Sehndreaimm, welche
die Versorgung der peripapillaren Choroidea Ubemeshund hier den Zinn-Haller-
Kreis bilden, durchbrechen die meisten Arterien Slidera temporal des N. opticus.
Jeder distale Ast Ubernimmt die Versorgung eineinkin Flache der Choroidea,
wobei bei den vorderen Anteilen der Aderhaut awitumente und Perforansarterien

der anderen bereits beschriebenen Gefal3e degrzitystems beteiligt sind.

1.3.2. Anatomie der Choroidea

a) Uberblick

Die Aderhaut umspannt als mittlere Augenschicht danzen Bulbus bis zur Ora
serrata, durchbrochen vom N. opticus, an dessenl R&nfest angeheftet ist. Ihre
Dicke variiert von 10Qum im vorderen Bereich bis 23@m hinten, am dicksten ist
mit 500 bis 100Qum das Gebiet Uber der Macula. Nach innen hin stGhoroidea

von der Bruch’schen Membran begrenzt, an der anf&erflache befindet sich die

Lamina suprachoroidea.

-12 -
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Die Lamina suprachoroidea (Lamina Fusca) besteht aus dicht gepackten Lamellen
von kollagenen Fasern, die von der Sklera nachevaiehen. Dazwischen befinden
sich Melanozyten und Fibrozyten und bilden mit ihr&ortsatzen ein sich
durchflechtendes Netzwerk. Die Lamina Fusca wird den Aa. ciliares posteriores
breves und longae (letztere werden jeweils noch eioem Ziliarnerven begleitet)

durchquert.

Zwischen retinalem Pigmentepithel und innersterrGideaschicht (Choriokapillaris)

befindet sich die ca. gm dickeBruch’sche Membran auch Lamina vitrea genannt.
Von innen nach auf3en besteht sie aus folgendert&ehi innere Basallamina (von
Pigmentepithel), innere Kollagenschicht, elastistbee, dul3ere Kollagenschicht und

aulRere Basallamina (von Choriokapillaris).

Circulus arteriosus
iridis minor

Circulus arteriosus
iridis major

Circulus arteriosus
s ; iridis major
A. ciliaris anterior —= ]

A. ciliares anterior

V. vorticosa

V. vorticosa

e Aa. ciliares posteriores longae

Abb. 1.4% Uberblick: Als mittlere Schicht umspannt die Adeuhden gesamten Bulbus

4 aus Sachsenweger M., Augenheilkunde

-13 -
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b) Schichten, anatomische und funktionelle Einlmeite

Die Choroidea selbst wird unterteilt in drei Schezh

bl
Bruch's _
membrane

Choriocapillaris

Pigment epithelium

Abb. 1.5° Schematisierte Darstellung der Aderhaut-Schich@anz auRen die Stroma-
Schicht mit darauf folgender Choriokapillaris; diruch’sche Membran grenzt an das

Pigmentepithel der Retina

Ganz aul3en liegt di&troma-Schicht in der sowohl die groReren Arterien (nach
klassischer Einteilung die Haller’'sche Schicht)alsh die mittelgroRen GefalRe und
Arteriolen (Sattler’sche Schicht) zu finden sinénBben kommen aul3erdem Nerven,
Bindegewebe und zahlreiche Zellen, z.B. Melanozy®asmazellen, Fibrozyten u. a.

Vvor.

In der so genannte@horiokapillaris befinden sich die Kapillargefal3e. Diese gehen
aus der sternformigen Aufteilung der in der Strddeiicht verlaufenden Arteriolen
hervor und bilden ein einschichtiges zweidimendesmaNetz, welches im
Makulabereich und am hinteren Pol sehr dicht, i d&eripherie und der
Aquatorregion etwas weiter ist. Die Arteriolen éretentweder senkrecht in die

Choriokapillaris ein (meist im hinteren Bereich dénoroidea) oder laufen zuerst

®> aus Bron A. J., Tripathi R. C., Tripathi B. J., W& Anatomy of the Eye and Orbit

-14 -



1 EINFUHRUNG

parallel zum Kapillarbett bevor sie sich in ihm tailén (peripher und
Aquatorbereich).

Auffallig ist die Formation anatomischer bzw. fuigkteller Einheiten, so genannter
Lobuli, die je nach Aderhaut-Bereich rund bis paolygl erscheinen kdnnen.
Arteriozentrische Lobuli, bei denen eine zentrdegene Endarteriole ein Segment
von Kapillaren versorgt und zahlreiche Venolen essen Peripherie gelegen sind,
bilden dabei didunktionellen Einheiten. DieanatomischenEinheiten sind dagegen
venozentrisch: Im Zentrum des anatomischen Loblikgen eine oder mehrere
Venolen, wéhrend sich peripher die Arteriolen badm. Nicht in der gesamten
Choroidea ist die Lobuli-Verteilung gleich: im vemn Bereich und in Richtung
Peripherie werden die Segmente unregelmaliger unidl3eg (mit einem
durchschnittlichen Lobulus-Durchmesser von 950 @ gih peripher im Gegensatz
zu 510 x 450um am hinteren Pol), in der Makula-Region und pemilté sind gar
keine Lobuli zu erkennen; hier sind die Kapillatdanigwaben-ahnlich miteinander
verknupft.

Zwischen dem kapillaren Netzwerk finden sich Blndeh kollagenen Fasern als
interkapillare Septen. Besonders zu erwdhnen [&m@em das abnorm grof3e Kaliber
der KapillargefalRe in der Choroidea: Der Durchmegse 8 bis 2Qum entspricht der

dreifachen Grol3e eines Erythrozyten

Die Bruch’sche Membran auch Lamina vitrea genannt, entspricht der dritte
Schicht der Chroroidea.

-15 -
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Abb. 1.6° Die Struktur der Aderhaut zeigt ein typisches @eféster (hier aus dem

¢ 4 A Y g %

Abb. 1.7. und 1.8. Elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Chorgides der Stroma-

Schicht treten Arteriolen (A bzw. a) in die zweidinsionale Choriokapillaris (CH) ein.

® aus Wiederholt M., H. u. B. Brauer, Excerpta ophtizdogica
" aus Bron A. J., Tripathi R. C., Tripathi B. J., W& Anatomy of the Eye and Orbit

-16 -



1 EINFUHRUNG
c) Vendses System

Die choroidalen Venen flieRen zu den wWart Vorticosae (meist zwei obere und zwei
untere)zusammen, welche die Sklera jeweils seitlich egegaden Augenmuskels ca.
6 mm schrag hinter dem Aquator durchbohren. Sisipas) die Sklera in einem
kurzen Kanal und ziehen dann zur Mitte konvergiérend geschléngelt nach hinten.
Uber die Vv. vorticosae flieRt das Blut des gesamtévealtraktes in die Vv.
ophthalmica superiores bzw. inferiores ab, sie lehaalso auch Zuflisse aus der
vorderen Choroidea-Region, der Iris und dem Zibapler.

Nur ein kleiner Teil des Blutes aus dem Ziliarmusgelangt in dieVv. ciliares
anteriores, dem kleineren zweiten vendsen System der Uvea.

Insgesamt korrespondieren Arterien und Venen ber@gg Anzahl, Verlauf und

Aufteilung in der Tunica vasculosa sehr wenig.

1.3.3. Physiologie der Aderhaut

Wie bereits erwdhnt gehort die Aderhaut mit einenchlschnittlichen Blutfluss von
677 mg/ ml zu den am besten durchbluteten Orgaremunschlichen Korpers, die
choroidale Perfusion Ubersteigt die der Netzhaueroéines vergleichbaren
Abschnittes im Gehirn um das 20fache. 70 bis 80e% rétinalen Sauerstoffbedarfs
werden Uber das Aderhaut-System gedeckt, nur 2B00% vom retinalen. Betrachtet
man jedoch die @ Sattigung der choroidalen Venen, liegt dieseaaur3 % unter der
arteriellen, woraus folgt, dass die Perfusionsve¢g die nutritiven Anforderungen
Ubersteigt. Man vermutet, dass die hohe Durchbgsgiaie auch
thermoregulatorische Funktionen erfullen und soviedere Auge und die Retina bei
starker Lichtexposition vor Uberhitzung schiitzel so

In Bezug auf die Kapillaren fallt eine sehr stafkenestrierung der GefalRe auf, die
Durchlassigkeit des Endothels Ubersteigt sogar jelee Niere. Die daraus
resultierende extravaskulare Albuminkonzentration 60 - 70 % des Plasmas hat
einen sehr hohen onkotischen Druck zur Folge, wasn zeinen den
Flassigkeitsubertritt von Retina zu Choroidea eH&rt, zum anderen schutzt der
dadurch entstehende Sog auch vor einer Ablésundleizhaut vom Pigmentepithel.
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1 EINFUHRUNG

Wegen der tight junctions der Zellen des Pigmettefs ist aber ein ungehinderter
Ubertritt groRer und evtl. toxisch wirkender Molékizur Retina nicht mdglich.

Steigt der C@Partialdruck in der Choroidea, so beobachtet nuh &ine Zunahme
des Blutflusses, der £Druck hat keinen Einfluss. Im Gegensatz zur Retstalie
choroidale Durchblutung allerdings nicht autoregnt)i Anderungen des Perfusions-
druckes bewirken auch eine proportionale BlutflAssierung in der Aderhaut. Unter
normalen Umsténden sind die choroidalen Gefal3e maoma Schutz von Papilla und
Retina vor Uberperfusion unter einem vasokonstrikthen Tonus. Cholinerge
Stimulation der Arteriolen bewirkt eine Vasodilabat, a-adrenerge Fasern eine

Konstriktion.

1.4. Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Durch die soeben dargestellte komplexe Schicht Rldbuswand soll also eine
Penetration erfolgen, um das kombinierte ab intennd transsklerale Verfahren zur
Implantation eines subretinalen Chips anwendenounén. Eine Blutung muss dabei
aber vermieden werden, da dies die Arbeit des @jerusehr einschrankt, wenn
nicht gar unmoglich macht, und selbst kleine Blgem in den Subretinalraum zu
erheblichen Konsequenzen fuhren.

Wie kann also der Schnitt durch die Aderhaut degesyu welche mit zu den am
starksten perfundierten Organen des menschlichemef® gehort, und deren
hauptsachlicher Bestandteil Blutgefal3e sind, gelingohne dass dabei eine starke
Blutung die Vorgehensweise und den chirurgischdolgdes Operateurs behindert?
Zur Losung dieses Problems wurde die Aderhaut éxeetell mit dem
Radiodiathermie-Verfahren mit anschlie3ender Inzision bearbeitet, wobei zuve
fur diese Anwendung geeigneten Gerateparametesievtalverden mussten.

In dieser Arbeit sollen nun die Ergebnisse der Amivang dieser Radiowellen-
Technologie auf die Bulbuswand, insbesondere aef @horoidea histologisch

untersucht werden.
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2 METHODEN

2.1. Mdglichkeiten der Blutungsverhinderung

Wie kann man eine Blutung bei der Penetration dierAaut verhindern?
Von den grundsatzlichen Moglichkeiten einer intra@piven Blutstillung lassen sich
auf dem Gebiet der Ophthalmologie prinzipiell dim Folgenden beschriebenen

Methoden anwenden.

2.1.1. Verschiedene konventionelle Methoden detsBIllung

Haufigen Einsatz findet diekale Vasokonstriktion:

Verwendet werdern-Sympathomimetika, vor allem Adrenalin und Norachiem
durch deren vasokonstriktorische Wirkung das Opmragjebiet schwacher
durchblutet und somit die Blutungsneigung verrihgard. Diese Substanzen werden
oft auch mit Lokalanasthetika kombiniert, da sicligaund der GefalRverengung der
Abtransport des Anésthetikums verzogert, wodurcte dangere lokale Wirkdauer

erreicht wird.

Daneben ergibt sich die Mdglichkeit dgrstemischen Blutdrucksenkung

Durch die Senkung des systemischen Blutdrucks wetent sich auch der
Perfusionsdruck in den Aderhaut-GefaRen (der cHalei Blutfluss wird nicht
autoreguliert!), was wiederum die Blutungsneiguregluziert. In Frage kommen
hierfir zum einen am Sympathikus angreifende Suabsta namlicho-Rezeptoren-
Blocker, B-Rezeptoren-Blocker und Antisympathotonika (z.Bs d@ntralwirkende
ax-Sympathomimetikum Clonidin). Zum anderen kdnnen zur systemischen
Blutdrucksenkung auch Vasodilatatoren mit direktengriff an der glatten
Muskulatur verwendet werden. Zu dieser Substanpgrugehdren beispielsweise

DihydralazinundNitroprussidnatriumsowieMinoxidil undDiazoxid

-19 -



2 METHODEN

Im Falle der bei der subretinalen Sehchip-Implaotaterforderlichen Aderhaut-
Penetration kdnnen die eben erwahnten Methodenralvenit maRigem Erfolg eine

Blutung verhindern.

Ein weiteres madgliches Verfahren stellt die konventionelle
Hochfrequenzdiathermie dar. Die Wirkung der Hochfrequenz-Technik berubt a
der Entstehung von Warmeenergie beim Durchflie3@m Nochfrequentem Strom
(des Frequenzbereichs®1:010'° Hz) durch einen elektrischen Widerstand (also llurc
das Gewebe) Uber zwei Diathermieelektroden. Alsktima Elektrode wird eine
ausgedehnte Metallplatte mit dem Korper in Berugrgabracht; in der Umgebung
der sehr viel kleineren aktiven Elektrode tritt eeirstarke Verdichtung des
entstehenden elektrischen Feldes und damit eine Walrmeentwicklung auf. Je nach
Form und Grol3e dieser aktiven Elektrode kann marbehandelten Gewebebereiche
regelrecht “zerkochen” (Elektrokoagulation) oderszéneiden (Elektrotomie). Die
von der Warme hervorgerufenen Veranderungen hangermer Temperatur und der
Einwirkzeit ab: Bei einer Temperatur von etwa 5a&Celsius tritt die Phase der
Eiweil3denaturierung auf, was unter anderem eingilaionsnekrose und somit eine
Gewebszell-Schrumpfung zur Folge hat. Bei den EHetmen Gefal3en fuhrt dies zur
Verengung bis zum volligen Verschluss. Ist die tuelg zur Denaturierung der
GefalRwandstruktur zu gering, kommt es durch dieuddd bedingte langere
Koagulationsdauer zu erhohter thermischer Schadigles umliegenden Gewebes.
Wird jedoch zu viel Energie zugeflihrt, siedet dew@bsflissigkeit bzw. das Gefald
wird verkohlt (karbonisiert).

In der modernen Ophthalmologie spielt die Verwempddaer Hochfrequenzdiathermie

z.B. bei der Korrektur der Netzhautablésung eind#eRo
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2.1.2. Verwendung des Diodenlasers

Die Anwendung von Laserlicht zur Koagulation desidfus ist in der Ophthalmolgie
ein schon lange etabliertes Verfahren mit einemitdsre Anwendungsfeld. Die
Lichtabsorption am Augenhintergrund erfolgt durah drei wichtigsten Pigmente am
Auge, nadmlich Hamoglobin, Xanthophyll und Melanivgbei letzteres die Hauptrolle
spielt. Auf Art und Ausmald der erreichten Koagwati nehmen zahlreiche
Expositionsparameter  wie  Laserleistung, Expositteits  GréRe  des
Bestrahlungsareals und Wellenlange Einfluss.

Um eine effektive Blutungsstillung an der Aderhauateichen zu kdnnen, muss aus
der bisher entwickelten Vielzahl unterschiedliclheserarten eine Anwendung mit
entsprechend guter Wirkung an der Choroidea gewdadrtien.

Wie aus der Graphik in Abb. 2.1. hervorgeht, istdén Versuch einer choroidalen
Blutstillung der mit einer Wellenlange von 810 nmirkende Diodenlaser eine
geeignete Wahl. Wahrend beispielsweise bei denbiditnm arbeitenden Argonlaser
bereits 99% der Laserleistung vom retinalen Pigeyatitel (RPE) absorbiert werden,
kommt es bei einer Wellenldnge von 810 nm nur nere80%igen Absorption und
dadurch zu einer besseren Wirkung im Aderhautbiereic

Laserdioden sind Halbleiterquellen, deren Strallerch eine Wechselwirkung von
Photonen mit Ladungstragern im Valenz- und Leitbagsl des Kristalls erzeugt
werden. Der Laser funktioniert nach dem Prinzip demulierten Emission: Ein
entsprechend starker Stromfluss durch die aktiieic8t hebt Elektronen in einen
angeregten Zustand, welche dadurch unter AbgabePhatonen vom Leitungs- in
das Valenzband springen; ein Teil dieser Photonemdsst nach Passage eines

Systems aus parallelen Spiegeln als Laserstraldide.
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Diodenlaser
810 nm

650 nm

L ot HT U

Abb. 2.1. Vergleich unterschiedlicher Lasertypene Bbsorption A @ndert sich mit der

Wellenlange der emittierten Laserstrahlung.

Eine weitere Mdglichkeit der Blutungsverhinderurall $m néchsten Punkt erortert

werden.
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2.2. Radiodiathermie

“We can say, without exaggerating, that radiosusgehanged our lives dramatically,
personally und professionally. ... We encourage lajisicans to learn the techniques

of radiosurgery...”

Dieses Zitat von Stephen Bosniak und Marian Cambisélkha zeugt von den grol3en
Erfolgen der Radiodiathermie auf dem Gebiet deldaMastischen Chirurgie. Welche
Ergebnisse deren Anwendung zur Aderhaut-Penetragidoningt soll untersucht

werden.

2.2.1. Funktionsprinzip

Bei der Radiodiathermie werden Radiowellen mit eFr@quenz von 4 MHz, die von
einer aktiven zur passiven Elektrode wandern, dueoh dazwischen liegendes
Gewebe geschickt. Aufgrund der natirlichen Reszswer jeweiligen Zellen heizt
sich das Gewebe bei der Passage der Radiowellerwasafeine Dehydratation zur
Folge hat. Je nach Form und Ausmal’ der verwendféetien (siehe Punkt 2.2.2) und
der Form der aktiven Elektrode kann somit eine Kieatgpn und zugleich eine
Gewebe-Inzision erreicht werden. Das Radiofrequéerfahren erlaubt also eine

Gewebe-Inzision mit gleichzeitiger Hamostase.

In der Funktionseinheit, bestehend aus Transformator, Verstarker, Gleisteiaund
anderen elektrischen Funktionen, werden zunéclesti@trom und dann Radiowellen
erzeugt, welche zu einem Adapter gelangen. DortdereWellenlange und -hdhe in
gewinschter Weise modifiziert, und nach anschlid8edmplifizierung erfolgt die

Ubertragung zu den Elektroden.

8 aus Aimino G., Davi G., Santella M., Oculoplasiergery With Radiofrequey
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Die aktive Elektrode, ein dunner Metalldraht, kann als Schneidespitaggieren,
welche die Radiowellen durch das Gewebe leitet und die fir den
Verwendungszweck passende Form gebogen werden Rangine Inzision aufgrund
des Radiosignals erfolgt, braucht mit der Elektrd@én Druck auf das Gewebe
ausgeubt zu werden. Je nach Anforderung konnenchiedene Formen von
Elektroden-Drahten benutzt werden: Gerade Dralzispjt runde, dreieckige oder
ovale Schleifen oder ballférmige Elektroden; selnrte Drahte verursachen weniger
Gewebeschaden, dickere bringen eine bessere Kdaguhait sich, da diese eine
starkere Intensitdt und somit Hitzeentwicklung aeiten. Fir eine optimale

Handhabung wird die Elektrode an Skalpellgriff-atimén Handgriffen befestigt.

Abb. 2.27 Als aktive Elektrode kénnen je nach Anforderuegsehieden Formen verwendet

werden.

Nach Passage des zu behandelnden Gewebes werdeRadiewellen von der
passiven Elektrode,welche als eine Art Antenne fungiert, wieder atdggen. Am
haufigsten wird hierzu eine Metallplatte verwendebbei darauf zu achten ist, dass
andere metallische Gegenstande (z.B. Befestigupgictlie als Konduktoren dienen
und zu Verbrennungen fuhren konnten, nicht berietden. Am sichersten sind

deshalb passive Elektroden, bei denen alle Metatftifithen isoliert sind. Passive

®aus Aimino G., Davi G., Santella M., Oculoplasiiergery With Radiofrequency
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Elektroden in Form von Metall-Armbé&ndern fir dene@gieur oder Staben, die vom
Patienten gehalten werden, sind eher von Nachti. zunehmender Nahe der
Elektrode zum Operationsgeschehen wird eine geentygensitat des elektrischen

Signals bendtigt.

2.2.2. Verschiedene Typen von Radiowellen und dAremendung

Je nach Ziel und Art einer Operation werden beindi&hathermie-Verfahren

insgesamt vier unterschiedliche Typen von Wellegesrandt (siehe Abb.2.3.).

1. Der vollstandig gefilterte und gleichgerichtete Strom erscheint auf dem
Oszilloskop als glatte ununterbrochene, nicht miedi#d Radiowelle. Der kontinuier-
liche nicht-pulsierende Fluss hochfrequenter Webelaubt eine Skalpell-ahnliche
Inzision, die aufgrund der geringen lateralen Hit#evicklung auch knochennah
angewandt werden kann und die wenigsten Gewebelendmgen nach sich zieht.
Diese Wellen-Art, die zu 90 % schneidet und nurl®u% koaguliert, eignet sich
besonders fiur chirurgische Prozesse, die ein miesndrauma erfordern, als
Beispiele im okuloplastischen Bereich seien Haiugionen, Lid-Tumoren oder

samtliche Arten kosmetischer OPs wie kosmetiscleptiroplastie genannt.

2. Eine Inzision mit gleichzeitiger Koagulation (jeNge 50 %) wird mit der
vollstéandig gleichgerichtetenWelle erreicht. Da hier zu beiden Seiten der a&ktiv
Elektrode mehr Hitze entsteht, ist diese Art niditr Schnitte nahe des
Knochengewebes indiziert. Anwendung findet sie felsweise beim Papillom,

Basalzellkarzinom, bei Warzen, Abszessen oderlRgiste

3. Der intermittierende Fluss hochfrequenter Welleni bder partiell

gleichgerichtetenForm eignet sich besonders gut zur Hamostase (964gudation).
Meist wird diese Art in Verbindung mit dickeren Eleden, z.B. ballférmigen,
verwendet, wegen der starken lateralen Hitzeentunck und Geweberetraktion

jedoch ebenfalls nicht in Knochenndhe. Diese Hetraur Hamostase, bei Trichiasis
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und Teleangektasie indiziert.

4. Die grolite laterale Hitze entwickelt sich bei deulguration”™ Form, die auf dem
Oszilloskop als regelloser Stromfluss erscheint. Babwellen-Strom hat einen stark
dehydrierenden Effekt auf das Gewebe und kann floagklationen und
Destruktionen, z.B. zur Entfernung von Zysten, Waroder Tumoren verwendet
werden. Sofern die Elektrode das Gewebe nicht berish auch eine knochennaher

Gebrauch mdaglich.

Die schon mehrmals erwahnte Hitzeentwicklung af dimliegende Gewebe hangt
von mehreren Faktoren ab. Diese sind genau zu tmgclla eine zu starke

Hitzeeinwirkung Gewebsnekrosen zur Folge haben .kann

LH=TxWXxS xI xF

Wie aus der Formel hervorgeht, ist die lateraleéfitwicklung (LH) ein Produkdaus
der Zeit (T), in der die Radiowellen das Gewebekdringen (eine Inzision mit einer
Geschwindigkeit von 7 mm/s bewirkt die geringstetzeientwicklung), aus der
Wellenform (W), der Oberflache, mit der die Elekteoin Kontakt ist (S), und der
Intensitat des Stromes (l): Ist sie zu hoch gewardtbrennt das Gewebe, ist sie
andererseits zu gering, erfolgt eine ungenigendaniing der Zellen, die Elektrode
bleibt quasi stecken.

Auch die Frequenz (F) der Radiowellen tragt zuerlen Hitze bei: Vielen Studien

zu Folge sollte diese idealer Weise bei 3,8 MHgdre
Je nach Anwendungsziel missen diese Parametescimtztlich variiert werden. Fur

die Anwendung an der Choroidea wurden verschie@aréteeinstellungen gepruft,

damit ein optimales Behandlungsergebnis erreicintl@rekonnte.
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Abb. 2.3 Je nach Art und Ziel einer Operation stehen végschiedene Wellen-Arten zur

Verfligung
Figure 2.2 Figure 2.3
Fully rectified and filtered current. Fully rectified current.
Figure 2.4 Figure 2.5
Partially rectified current. Fulguration.

% aus Aimino G., Davi G., Santella M., Oculoplasigrgery With Radiofrequency
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2.2.3. Radiodiathermie im Vergleich mit Skalpelduraser

Viele operative Verfahren, bei denen die Radiodiathe Anwendung findet, wurden
und werden auch mit dem Skalpell oder Laser aubgefiinige Unterschiede und

Gemeinsamkeiten dieser drei Methoden sind im Falgertabellarisch dargestellt.

Skalpell Laser Radiofrequenz

Form unveranderlich Strahlenemission flexibel Elektrodenspitze in

gewunschte Form biegbar

Druckausiibung zur Inzision Druckausuibung nicht Druckausuibung nicht

notig erforderlich erforderlich

Narbenbildung keine oder kaum sichtbare keine oder kaum sichtbare
Narben Narben

Blutung kann Sicht keine oder wenig Blutung keine oder wenig Blutung

behindern durch gleichzeitige durch gleichzeitige
Koagulation (Gefaf3- Koagulation verbessert Sicht

Durchmesser < 0,5 mm)

verbessert Sicht

Inzision nicht steril, Sterile Inzision, Elektroden und Griff
Skalpell selbst muss selbststerilisierend autoklavierbar
sterilisiert werden Griff nicht autoklavierbar
Hohe Kosten fiir Instand- Einfachere Instandhaltung
haltung, Reparatur etc. und Reparatur

Tab. 2.1. Radiodiathermie im Vergleich mit Skalpeid Laser

Studien zu Folge, in denen ein Vergleich zwischieonVentioneller” Lasermethode
(CO,-Laser) und Radiofrequenz-Anwendung angestrebt eyurdringt das
Radiodiathermie-Verfahren vor allem auf dem Gebgat okuloplastischen Chirurgie

deutliche Verbesserungen mit sich.
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Im Folgenden sollen nun die Auswirkungen deren Amiumg auf die Aderhaut

histologisch untersucht werden.

2.3. Praparate

2.3.1. Herkunft und Behandlung der histologiscletsuchten Préaparate

a) Operationsverfahren

Die in dieser Arbeit hauptsachlich histologischanstichten Préaparate entstammen
dem linken Auge eines deutschen Landschweins. &iRa&diodiathermie wurde eine
experimentelle operative Behandlung in folgenddrutud Weise durchgefihrt:

Nach der zirkularen Erdffnung der Bindehaut und d&nschlingen der Sklera bei
posterior wurde im nasal exponierten Skleraant@ilaa. 5 x 7 mm grol3es Areal
markiert. Mit Bonnerpinzette und Messer erfolgte&echst eine Praparation bis zur
Suprachoroidea, die anschlieRend mit dem Vannasr8uen ertffnet wurde. Nach
Ablassen von etwas Flussigkeit aus dem Auge zuru3@enkung wurde die
Suprachoroidea weiter entfernt bis ein ca. 5 x 5 gnofdes Aderhaut-Areal frei lag. In
diesem Bereich der Choroidea wurde im AnschlussRdidiodiathermie-Methode in

1 angewandt. Bei der darauf folgenden kleinen Inmisio

der “Fulguration”™-Form
die Aderhaut zeigte sich keine Blutung. Danach wurdas gesamte Areal
freiprapariert und fur die Histologie gesichert.

Abb. 2.4. zeigt eine schematisierte OP-Skizze.

Zusatzlich wurden Aderhaut-Praparate weiterer Teargefertigt, bei denen andere
Gerateeinstellungen d&adiodiathermie getestet, ansonsten aber nach denselben in
diesem Kapitel beschriebenen Methoden bearbeitefiurdie Histologie aufbereitet

wurden.

 genaue Bezeichnung des verwendeten Geréates: sidtang
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Bei einem weiteren Schwein wurde aul3erdem verseaint, chorioidale Blutstillung
mittels Verwendung des in Punkt 2.1.2. beschriehddiedenlasers? zu erreichen;
dabei wurde das Gewebe mit der Endosonde im NartaCbVerfahren mit einer
geringen Geschwindigkeit Uberstrichen, bis eine avWderung des dunklen
Aderhautgewebes gerade eben sichtbar war. Bei kasarleistung von knapp unter
1000 mW waren derartige Gewebeveranderungen fitistste Alle weiteren

Bearbeitungsschritte entsprechen ebenfalls derdargestellten Methoden.

Abb. 2.4. Schematisierte OP-Skizze:

intakte Sklera

freipraparierter Aderhaut-
Bereich 5x 5 mm

abprapariertes
Skleralappchen

b) Praparation des Gewebes zur histologischen &lntkung

Nach Umschneiden des fir die Untersuchung intenéssd@ereiches mittels Skalpell

und Schere wurde das Gewebe zur sofortigen Fixieuund Konservierung in 4 %

2genaue Bezeichnung des verwendeten Geréates: sidtang
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Paraformaldehyd in PBS-Puffer (pH 7,4) eingelegt,den augenblicklichen Zustand
und die Struktur nach der Operation mdglichst gefesthalten zu konnen. Die
Einbettung der Gewebeproben in Paraffin und di@mdaetwendigen Arbeitsschritte -
Auswaschen der Fixierflissigkeit, stufenweise Essedung der Praparate in
aufsteigender Alkoholreihe und Entfernung des Atdehdurch ein Intermedium
(Xylol) - wurden mittels eines Einbettautomateerledigt.

Mit dem Rotationsmikrotot wurden zahlreiche 2um dicke Schnitte des zu
untersuchenden Gewebes angefertigt und auf dieafipezchichteten Objekttrager
Super Fros® Plus (Menzel-Glaser) aufgebracht.

Nach der Abschmelzung des Paraffins von den Obgdtn im Brutschrank (20
Minuten bei 65°C) konnten die so angefertigten dmgehnitte nach den unten
beschriebenen Methoden fiir die histologische Uunténsng gefarbt bzw.

immunhistochemisch bearbeitet werden.

2.3.2. Ubersichtsfarbung mit Hamalaun-Eosin

Zur lichtmikroskopischell Untersuchung wurden aus einem Teil der angefertigt
Gewebeschnitte mit der H&E-Farbung Ubersichtspriteahergestellt. Die daftr
notwendigen Schritte von der Entparaffinisierung laum Eindecken der fertig
gefarbten Praparate sind in Tabelle 2.2. dargéestell

Bei dieser histologischen Routine-Farbung erscimeidellkerne, Ribosomen und
RER-reiche Regionen blauviolett, Zytoplasma-Anteilkollagene Fasern und

Muskelzellen rosa bis rot, elastische Fasern unigieliés rosa, Erythrozyten rot.

13 genaue Bezeichnung des Gerates und Arbeitssclsiittege Anhang
“genaue Bezeichnung des Gerates: siehe Anhang

> Bezeichnung der Mikroskope: siehe Anhang
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2.3.3. Apoptose und TUNEL-Test

Der andere Teil der hergestellten Objekttrager wwethem speziellen Testverfahren
unterzogen, mit dem es maglich ist, apoptotiscHieden situ zu identifizieren: dem
TUNEL ( = TdT-mediated dUP nck end labeling) - Test.

Unter Apoptose versteht man eine Form des intiavitaZelltodes, dem eine
programmartige Abfolge von molekular definiertenil3@hritten zugrunde liegt.
Zellen, die sich in Apoptose befinden, durchlaufeharakteristische Stadien
struktureller Veranderungen von Cytoplasma und Kewbei die Mechanismen, die
entscheiden, ob eine Zelle apoptotisch untergebt adtht, teils Uber Rezeptoren,
teils Uber intrazellulare Signale vermittelt siid.der gemeinsamen Endstrecke der
zahlreichen proapoptotischen Vorgange kommt es mua. Aktivierung einer
proteolytischen Kaskade, bei der es auch zur Spalaer DNA in einzel- und
doppelstrangige Oligonucleotid-Fragmente kommit.

Genau dieser biochemische Vorgang dient beim veteten Testverfahren zur
Identifizierung apoptotischer Zellen in Geweben: die freien 3’'OH-Enden der im
Falle einer Apoptose entstehenden DNA-Fragmentelevemittels des Enzyms TdT
(Terminal desoxynucleotidyl Transferase) modifi@edukleotide angebaut (TUNEL-
Reaktion), welche durch spezielle Verfahren (Reakiilieser mit TUNEL-POD +
Chromogensubstrat oder durch Flourescein) siclydaracht werden kénnen.

Die einzelnen Arbeitsschritte dieser schnellen updizisen Methode zur
Identifizierung und Quantifizierung apoptotischerllgn sind in Tabelle 2.3.

dargestellt.

Zur Uberprufung der richtigen Durchfiihrung des $esurden zusétzlich jeweils
zwei Kontroll-Objekte angefertigt: Als Positivkootie dient ein mit DNAse

inkubierter Objekttrager, bei dem aufgrund der deklientstandenen freien 3"OH-
Enden eine Detektion der DNA-Fragmente erfolgen anbei der Negativkontrolle
kann wegen des nicht zugegebenen Enzyms keine Bodation der Nukleotide

erfolgen.
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Die fur den TUNEL-Test verwandten speziellen Sulista entstammen delm Situ
Cell Death Detection Kit der Firma Roche.

Tab. 2.2.: Arbeitsschritte bei der H&E-Ubersichtbiing

Prozedur Lésungen Laufzeit
Deparaffinisieren Xylol 2 x 10 min
absteigende Alkoholreihe: je 2 min
2 x 100%, 1 x 96%, 80%, 70%
Aqua dest. 2 min
Kernfarbung und Meyers Hamalaun 5 min
Blauen Wassern in flieBendem 10 min
Leitungswasser
Aqua dest 2 min
Cytoplasma-Farbung Eosin 10 min
Entwassern aufsteigende Alkoholreihe je 2 min
Xylol 2 x 10 min
Eindecken Depex
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Tab. 2.3. Arbeitsschritte beim TUNEL-Test

2 METHODEN

Prozedur Substrat Dauer
Deparaffinisieren Xylol 2 x 10 min
absteigende Alkoholreihe: je 2 x 3 min
2 x 100%, 1 x 95%, 70%
anschlieBend: 3 x Aqua bidest.
Blockierung der endogenen Peroxidase 3 % H,0,/70 % Ethanol 20 min

anschlieBend 2 x Aqua bidest.

Positivkontrolle: Inkubation mit DNAse

anschlieBend 3 x Spilen mit PBS

30 min bei 37 €

TUNEL-Reaktion: Inkubation mit 25yl Enzym + 30 min bei 37 C
TUNEL-Reagens 475 ul Labeling-Reagent
(verd. 1:20)
Negativ-Kontrolle: nur
Labeling-Reagent
anschlielend 3 x Spilen mit PBS
Blockierung unspezifischer Proteine 2 % BSA/PBS 10 min bei RT

Inkubation mit TUNEL-POD

anschlieend 3 x Spilen mit PBS

TUNEL-POD 1:2 verd. in
2 % BSA/PBS

30 min bei 37 €

Inkubation mit AEC-Chromogen-
Substrat (DakoCytomation)
Stopp der Farbung in 3x Aqua dest.

zeitl. Kontrolle
durch
mikroskopische
Beobachtung d.
Positivkontrolle

Gegenfarbung

anschlieBend 1x Aqua dest.

Meyers Hamalaun,

Blauen in Leitungswasser

Eindecken

Aquatex (Merck)
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3 ERGEBNISSE

3.1. Histopathologische Untersuchung des mit HamalausirEgefarbten Objektes

Hinweis: Die nachfolgenden Untersuchungen bezieb@mi auf die Aderhaut-
Praparate, welche mit déifFulguration -Form der Radiodiathermie bearbeitet

wurden.

3.1.1. Uberblick

Betrachtet man das Praparat zunéchst in der Ubgrsim einen groben Uberblick
Uber die Gewebearchitektur zu erhalten, erkennt diandreischichtige Wand des
Bulbus - im mittleren Bereich befindet sich das \d@ar Aderhaut abpraparierte und
nach oben geklappte Sklera-Lappchen. Alle drei Bsgibhichten - Sklera, Choroidea
und Retina - sind deutlich erkennbar und erschegemrdnet, es zeigen sich keine
groReren Lasionen oder Einrisse, die Struktur déioiswand ist vollstandig erhalten.
Des Weiteren ergeben sich keine Hinweise auf au&gep Blutungen, eine
Verdrangung von Gewebe oder starke DeformierungStierkturen durch aufféllige
groRere extravaskulare Erythrozyten-Ansammlungert haht stattgefunden.
Lediglich am Sklera-Deckel und in den Abschnittdie an den behandelten Bereich
direkt angrenzen, findet man kleinere, nach periphaehmende Blutungen zwischen
Sklera und Choroidea, vermutlich bedingt durch \daggange beim Abpraparieren
des skleralen Lappchens. Die Architektur des Gewalsgesamt ist also weitgehend
erhalten (vgl. auch Abb. 3.7.).

3.1.2. Spezielle Betrachtung der Aderhaut

Nun soll das Augenmerk auf die mittlere Bulbusskhiaie Aderhaut, gerichtet
werden. Insgesamt ist auch diese Uber den ganzgestellten Bereich hinweg -

einschlie3lich dem mit der Radiofrequenz-Methodbalelelten Abschnitt - intakt,
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d.h. es werden keine Lasionen, ZerreiRungen odetidkies beobachtet, in keinem
Bereich wurde die Choroidea stark beschadigt odestart. Abb.3.7. zeigt einen
Ausschnitt aus dem behandelten Aderhaut-Bereich.

Dennoch hat sich das Erscheinungsbild der AderflauBanzes gewandelt. Es finden
sich zahlreiche auffallige Veranderungen, die sdvdid Struktur des Bindegewebes,
als auch der darin eingebetteten GefalRe betreffezs soll im Folgenden genauer

untersucht werden.

a) Veranderungen des choroidalen Bindegewebes

Bei der mikroskopischen Betrachtung des Bindegewebmer unbehandelten
Choroidea eines gesunden Landschweins (vgl. Aldb),3assen sich locker verteile
kollagene Fasern erkennen, die zusammen mit demistd®en liegenden Fibrozyten

und zahlreichen dunkel gefarbten Melanozyten etkdoes Bindegewebe formen.

Abb. 3.1. Mikroskopischer Ausschnitt aus dem Bgwleebe einer unbehandelten
Aderhaut. Die locker verteilten kollagenen Faseml zartrosa gefarbt, dazwischen
liegen Fibrozyten und zahlreiche verzweigte Melaterz, welche an ihrer auffalligen
dunklen Farbung erkennbar sind; die amorphe Gribsdanz erscheint ungefarbt und
hell. In dieses lockere choroidale Bindegewebe diel Gefalle der Aderhaut

eingebettet.
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Im Vergleich hierzu weist das Bindegewebe der Adethdie mit der “Fulguration®-
Form des Radiofrequenz-Verfahrens bearbeitet wualelat)iche Veranderungen auf:
Die Struktur erscheint insgesamt stark verdichtet. Praparat sind kaum noch
ungefarbte Bindegewebs-Bereiche zu sehen, die nveRéume mit amorpher
Grundsubstanz, durch welche die kollagenen Fasemmalerweise getrennt werden,
scheinen also nicht mehr vorhanden zu sein. Diglivletung des Gewebes lasst keine
Unterscheidung der einzelnen kollagenen Fasernivanéer zu, die sonst so zarten
Fasern sind nicht mehr erkennbar, sondern dick&n&r verdichteten Gewebes
dominieren zum Teil das Bild. Der Eindruck einesckeren” Bindegewebes wie in
Abb. 3.1. ist verschwunden.

In Abb. 3.2. sind die Veranderungen des choroidBiedegewebes dargestellt.

Abb. 3.2. VergrolRerter Ausschnitt aus dem Bindedmw des mit der
Radiodiathermie-Methode behandelten Bereiches derditlea. Unten erkennt man
das von den ubrigen Netzhautschichten abgeldstaietPigmentepithel (1), rechts
im Bild ist ein Teil eines GefalRes zu sehen, in dgah vermehrt Erythrozyten
befinden (2). Das Bindegewebe (3) weist eine starkedichtung auf, einzelne
kollagene Fasern und ungefarbte Bereiche amorphendSubstanz sind nicht zu

erkennen.

b) Veranderungen an den Gefalien
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Im Anschluss an das Bindegewebe der Aderhaut sollendie darin eingebetteten
Gefalle genauer betrachtet werden. Zur besseremearg der Auswirkungen der
Radiofrequenz-Anwendung auf die choroidalen Geiéfda Abb. 3.3. zum Vergleich
ein unbehandelter Aderhaut-Ausschnitt eines Lamsisms aufgefihrt. Das Bild

zeigt zahlreiche Gefal3anschnitte.

- L
Abb. 3.3. Mlkroskoplscher Ausschnitt aus der Bumausd eines unbehandelten

Schweine-Auges. Oben ist ein Teil der Netzhaut ) sehen, in der darunter

liegenden Choroidea (2) sind einige GefalRansehmiit Stern (*) gekennzeichnet.

Wie bereits erwahnt, findet man im Gewebe des epgen Auges keine grofl3eren
extravaskularen Erythrozytenansammlungen, eine epudgte Blutung scheint die
Behandlung also nicht hervorgerufen zu haben.

Untersucht man daher das Praparat zunachst alrftdigheit der choroidalen Gefale,
so ist festzustellen, dass nirgends eine Gefaflanradattgefunden hat. In keinem
Bereich lassen sich Anschnitte von beschadigterr adestorten Arteriolen oder
Kapillaren finden. Die Gefal3wande sind gut erhaltemd wurden durch die
Behandlung nicht destruiert.

Dennoch: Trotz der insgesamt bewahrten Intaktheit Aderhaut-Gefaf3e hat sich

deren Morphologie auffallig verandert.
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Betrachtet man als erstes die Gefale des unmittetbtiels Radiodiathermie
bearbeiteten Aderhaut-Abschnittes (mit abprapanesklera), fallt sofort eine starke
Dilatation ins Auge. Im Vergleich mit der durchsighitchen Weite eines normalen
choroidalen GefaRes (Abb. 3.3.) hat sich der Gefé@fshmesser im behandelten
Gewebe teilweise um ein Mehrfaches vergrol3ert. iWkbb. 3.4. deutlich erkennbar,
ist die Geféal3ektasie teils so ausgepragt, dassdschArteriolen Uber die Ebene des
choroidalen Bindegewebes hinauswdlben. Eine noeh stérkere Gefalidilatation
zeigt sich im Ubergangsbereich, d. h. in den Abi#tm die an den mit
Radiofrequenz-Wellen behandelten Choroidea-Berdiotkt angrenzen, selbst aber
eine intakte Sklera aufweisen (vgl. Abb. 3.5.). NelibervergroR3erung tritt hier
besonders deutlich zu Tage; die GefaRerweiterunghassiv und Ubertrifft die aus
dem direkt behandelten Aderhaut-Abschnitt. Insgésammmt die Dilatation der

GefalRe zu den Randbereichen hin zu.

Neben dem vergro3erten Durchmesser ist auch ddliotleneranderte Inhalt der
GefalRe auffallig. Zwar findet man aufgrund der higbrhandenen Gefal3arrosion
keine sehr grol3en extravaskuléaren Erythrozyten-snsangen, intravaskular jedoch
sind die roten Blutzellen extrem vermehrt. So komaont verstarkten Gefal3dilatation
eine massive Hyperamie hinzu. Vor allem in denksgeweiteten Arteriolen des
Ubergangsbereiches (Abb. 3.5.) lasst sich diesroese gut beobachten: Das Lumen
erscheint angeftllt von einer grof3en Menge an r&8etkorperchen - die einzelnen
Erythrozyten sind an ihrer rundlichen Form und md&érbung erkennbar.

Im Gegensatz dazu finden sich in den GefaRansehmittr gesunden unbehandelten
Aderhaut kaum bzw. nur sehr wenige Blutzellen. lergleich mit Abb. 3.3. wird die
starke Hyperamie der GefaRe des Ubergangsberaiebndsh.

Ein etwas anderes Bild bezuglich des GefalRinhakeggt sich im mittleren Bereich
des Préaparates, also dort, wo die Choroidea dimektder Radiofrequenz-Methode
bearbeitet wurde (Abb. 3.4.). Viele der erweiter@efal3lumina sind hier komplett
ausgefullt mit einer verdickt erscheinenden Geweds=®, die eine verstarkte rote
Farbung aufweist. Wahrend in den hyperamischenriaiés des Ubergangsbereiches
in der grol3en Erythrozytenmenge jedes Blutkdrperabiezeln erkennbar ist, lasst

sich beim GefalRinhalt des direkt bearbeiteten BRes nur noch bei stark
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vergroRerter Untersuchung des Objekttrdgers nuwemie erahnen, dass sich
Erythrozyten in der verdickten Masse befinden. @iten Blutkdrperchen erwecken
den Eindruck, als seien sie miteinander “verscherdloder “verbacken”. Dies ist
auch dadurch bedingt, dass sich innerhalb der Geféfta zwischen den Blutzellen
keine ungefarbten Bereiche mehr befinden, was inn déefallen des
Ubergangsbereiches noch der Fall ist; somit eraenedie GefaRe prall gefillt mit

einer verdickten Amyloid-ahnlich aussehenden Geweslsse.

Abb. 3.4. VergroRerter Ausschnitt des behandeltelerdaut-Bereiches. Unten ein
Teil der Retina (1); die GefalR3e (*) der Aderhau} §€nhd insgesamt intakt, aber
auffallig verandert. Die GefalBwande sind zwar niahrbdiert, doch zeigt sich eine
starke Dilatation. Das erweiterte Gefal3lumen isgatiillt mit einer verdickten, stark
gefarbten Gewebemasse, einzelne Erythrozyten sihd loew. nur schwer erkennbar.
Das prall gefullte Gefal3 wolbt sich tUber die Ebefes Aderhaut-Bindegewebes

hinaus.

Eine weitere Veranderung im Gefal3inhalt zeigt sai3erdem vermehrt in den
Arteriolen des Ubergangsbereiches (Abb.3.5.). Neben enormen Anzahl rot
gefarbter Erythrozyten findet man im Lumen der @aféschnitte - bevorzugt in Néhe
der GefaRwande - Bereiche, die ein homogenes Aessamd eine zartrosa Farbung
aufweisen. Sie haben engen Kontakt zum Wandendatiegélscheinen an manchen

Stellen teils Faden-artig mit diesem verbundenn\glich handelt es sich dabei um
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intravaskulares Fibrin. Auch die Erythrozyten steh@t diesem in enger Verbindung.
Abb. 3.5. zeigt im linken GefaRanschnitt sehr deltldas mit der GefalRwand

verbundene Fibrin.

Abb. 3.5. Ubergangsbereich. Unten die Netzhautddiiber die in allen Abschnitten
intakte Aderhaut (2), rechts oben ist die Sklera ger Choroidea abprapariert (3(-)).
Der linke Bildteil zeigt das an den behandelteneBdr angrenzende Gewebe, bei dem
die Sklera (3) erhalten ist. Die GefaRe (*) des righrgsbereiches sind massiv
dilatiert und hyperamisch. Im Lumen erkennt manmedirt Erythrozyten, daneben
homogene Bereiche zartrosa Fibrins, welches sich allem in der Nahe der
GefalRwand befindet. Die teils Faden-artige Verbngd(siehe Pfeil) zum Endothel ist

im linken Gefallanschnitt deutlich erkennbar.

3.1.3. Weitere Auffalligkeiten

Bei der Untersuchung der Praparate auf weitere Gevezédnderungen aul3erhalb der
Choroidea, die durch die Radiofrequenz-Behandluiiglitherweise hervorgerufen
wurden, ergeben sich nur wenig Auffalligkeiten.

Erwédhnenswert ist hierbei eine Abhebung der Netzham retinalen Stratum
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pigmentosum, welche auf den direkt bearbeiteteriBley an dem das Skleralappchen
abprapariert wurde, beschréankt ist. In einem kieinkeilbereich erkennt man

zwischen den Dissektionsrandern, die ein ausgd@snAussehen aufweisen, eine
leichte Blutung. Die Ubrigen Netzhautschichten sieitestgehend intakt und zum
allergrofdten Teil gut erhalten (vgl. Abb. 3.7. ukioh. 3.5.).

Ansonsten ergeben sich - wie schon in Punkt 3dndiéhnt - keine Hinweise auf

ausgepragte Gewebedestruktionen oder Koagulatikrasen; ebenso lassen sich

keine Rickschlisse auf grol3ere Blutungen ziehen.

) p \
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Abb. 3.6. Uberbllck Mikroskopischer Ausschnitt ales Bulbuswand eines gesunden
Landschweins. Im Bild oben befindet sich die Refibgp darunter die Choroidea (2);
im Melanozyten-reichen choroidalen Bindegewebel giahlreiche GefalRanschnitte
zu erkennen. Unten sieht man einen Teil der SK@raaus der kollagene Fasern in

die Lamina suprachoroidea einstrahlen.
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Abb. 3.7. Uberblick: Mikroskopischer Ausschnitt adem mit der Radiofrequenz-
Methode behandelten Wandbereich. Oben die Aderfigutdie eigentlich dariber
liegende Suprachoroidea und Sklera sind abprapaarunter erkennt man die
verschiedenen Schichten der Netzhaut (2), die Pémgptorenschicht hat sich vom
retinalen Pigmentepithel gelost. Die Aderhaut msigesamt intakt, ihr Aussehen hat
sich durch die Radiofrequenzbehandlung aber déutjewandelt. Sowohl das
choroidale Bindegewebe als auch die darin eingefestit Gefalle zeigen

Veréanderungen.

3.1.4. Zusammenfassung
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ReslUmierend lasst sich bei der histopathologisth#@ersuchung des mit Hamalaun-
Eosin gefarbten Ubersichtspraparates Folgenddsafeest:

1. Die Architektur des Gewebes insgesamt ist \dilidiy erhalten - alle drei

Bulbusschichten einschlief3lich der mit Radiofreqvesilen bearbeiteten Aderhaut
sind zum allergrof3ten Teil intakt.

2. Es ergeben sich keinerlei Hinweise auf ausgéprBiutungen und es hat keine
Arrosion choroidaler Gefal3e stattgefunden.

3. Das Erscheinungsbild der Aderhaut selbst hdit dicch die Behandlung jedoch
verandert. Das betrifft sowohl das choroidale Bgeleebe, bei dem der Eindruck
eines lockeren Gewebes verloren gegangen ist, wdh die darin eingebetteten
GefaRBe. Diese sind - vor allem im Ubergangsbereicmassiv dilatiert und

hyperamisch. Intraluminal erkennt man teilweiseawhskulares Fibrin; die Gefalie
des direkt bearbeiteten Bereiches erscheinen pellillt mit einer verdickten

amorphen Gewebemasse.

3.2. Auswertung des TUNEL-Tests

Im Anschluss an die Untersuchung des mit HamalawasirEgefarbten Schnittes auf
Gewebeveranderungen, welche auf die Radiofrequdlerweuriickzufiihren sind,
werden nun die immunhistochemisch behandelten @jgler genauer betrachtet.
Beim durchgefihrten TUNEL-Test soll in dem mit dé&Fulguration-Form”

behandelten Aderhautgewebe speziell nach apogtetiséellen gesucht werden.
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3.2.1. Untersuchung der Positiv-Kontrolle

Zuerst wird das mit DNAse inkubierte Gewebe unteinsuDie durch dieses Enzym
entstandenen freien 3’"OH-Enden der DNS-Spaltpred{vikelche auch im Falle eines
apoptotischen Zellgeschehens entstehen) wurden eim weiteren Reaktionen
detektiert und sichtbar gemacht. Somit ergibt slal Bild eines positiven TUNEL-
Tests. Abb. 3.8. zeigt einen mikroskopischen Aussthaus der mit DNAse
bearbeiteten Positivkontrolle. Die Zellen, in denes zur Bildung von DNS-
Fragmenten gekommen ist, zeigen eine charaktehstislunkelrote Farbung, die
Ubrigen Gewebeanteile erscheinen blaulich. Im Ritdennt man in den Korner-
Schichten der Netzhaut deutlich sehr viele TUNEEHpe Zellen. Eine solche
rétliche Farbung zeigen auch zahlreiche Zellen @boroidea, und zwar sowohl

intraluminal in den Gefal3en, als auch im umgebeiedegewebe.

Abb. 3.8. TUNEL-Test: mit DNAse inkubierte Positotrolle. Unten die Schichten
der Retina (1), dartber Aderhaut (2) mit GefaRamstem (*); das retinale
Pigmentepithel hat sich von der tUbrigen Netzhagebbben. In der Choroidea sind
einige der zahlreichen TUNEL-positiven dunkelrotfagleten Zellen mit Pfeil
gekennzeichnet; sehr deutlich ist die rétliche Bagoauch in den Kornerschichten der

Netzhaut zu erkennen. Die tbrigen Gewebestrukterscheinen blaulich.
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3.2.2. Untersuchung des Test-Praparates

Nun soll mikroskopisch jenes Praparat betrachtetderg bei dem der TUNEL-Test
wie in Punkt 2.3.2. (vgl. Tab. 2.2.) beschrieberegelrecht ausgefihrt wurde.

Schon auf den ersten Blick fallt auf, dass rotlictedifarbungen deutlich geringer
ausgepragt bzw. fast nicht vorhanden sind. DienKischichten der Netzhaut zeigen
eine teils tiefblaue Farbung, und auch in der Adetherscheinen samtliche
Gewebeanteile - bis auf die dunkel gefarbten Melgtem im choroidalen
Bindegewebe - blaulich; Hinweise auf dunkelrote mptsche Zellen finden sich
kaum. Einen Uberblick tiber das Test-Praparat 2digpt 3.9.

Abb. 3.9. TUNEL-Test:ATest—Praparat. Die Zellem Kérnerschichten der Retina (1)
zeigen eine blaue bis tiefblaue Farbung. Auch digilder liegende Choroidea (2), in
der zwei Gefalle (*) angeschnitten sind, erscheintcldvegs blaulich; typische
dunkelrote apoptotische Zellen sind nicht zu erkeenrDas retinale Pigmentepithel

hat sich von den Ubrigen Netzhautschichten abgehobe
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3.2.3. Vergleich und Zusammenfassung des Testeigss

Im Anschluss an die Untersuchung der Positivkolgrahd des Testpraparates im
Uberblick sollen abschlieRend beide Objekte noomal in vergroRerter Darstellung
vergleichend betrachtet werden. Die Abbildungen03dnd 3.11. zeigen jeweils
einen vergroBerten Ausschnitt aus der Aderhaut, rdie der Radiodiathermie

bearbeitet und dem
TUNEL-Test unterzogen
wurde. Oben ist die mit
DNAse bearbeitete
Positivkontrolle  gezeigt,
auf der unteren Abbildung
erkennt man das Test-

Praparat. Auf beiden

mikroskopisch al :
Abb. 3.10. Positivkontrolle: vergrof3erter Aussithaer

Aderhaut aus dem mit DNAse bearbeiteten Praparat

vergroRerten Ausschnitten
ist ein Aderhaut-Gefal3 (*)
angeschnitten, in  der

Peripherie liegt das

choroidale Bindegewebe. e B

N i
Betrachtet man zunéchst s

S

5 WA T R
i e

den Inhalt der GefalRe, so f

-
findet man in beiden
Praparaten zum
allergrof3ten  Teil eine

hellblau gefarbte

~Abb. 3.11. Test-Praparat: vergroRerter Aussclnist
der mit Radiodiathermie behandelten Aderhaut

Gewebemasse - die in
Punkt 3.1.2. beschriebenen
“miteinander verbackenen” Erythrozyten. Wahrend rjedoch in den Gefal3en der
Positivkontrolle vor allem in GefalBwandnéahe zuséttizhoch zahlreiche dunkelrot
gefarbte Zellen erkennen kann - und zwar zum eibewkozyten, zum anderen
Endothelzellen, deren DNS durch die zugegebene [BNfagmentiert und so

detektiert wurde - zeigen die entsprechenden Zefleder unteren Abbildung eine
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dunkle Blaufarbung; im Bereich der Gefal3e und Geéidfsle ergeben sich also keine
Hinweise auf eine durch die Radiofrequenz-Behargllbharvorgerufene Apoptose.
Ein &hnliches Bild ergibt sich auch bei der Untelaing des die GefalRe umgebenden
Bindegewebes. Zwischen den hellblau gefarbteragetien Fasern und den dunkel
erscheinenden Melanozyten in Abb. 3.10. befindeh auch hier zahlreiche TUNEL-
positive rotliche Bindegewebszellen (Typische pesiZellen - intraluminal und im
choroidalen Bindegewebe - sind in dieser AbbildamgPfeilen gekennzeichnet). Im
Vergleich dazu lassen sich im unteren Bild nebenn derwéahnten
Bindegewebsstrukturen keine dunkelrot gefarbtemedetrkennen; die langezogenen
Kerne einiger Fibrozyten zeigen in Abb. 3.11. - ldain wie die erwéahnten
intraluminalen Zellstrukturen des Test-Praparatesne dunkelblaue Farbung (Als
Beispiel hierfur sind im Bild intraluminal ein Entthelzell- und im Bindegewebe ein

Fibrozyten-Kern mit Pfeil hervorgehoben).

Ingesamt lassen sich all diese Beobachtungen zgeridem Testergebnis
zusammenfassen:

Die richtige Durchfihrung und Funktion des Testsgizesich an den zahlreich
erkennbaren TUNEL-positiven roétlichen Zellen der t niDNAse inkubierten
Positivkontrolle (vgl. Abb. 3.8. und 3.10.). Dergrgefarbte Zellstrukturen finden
sich in der zusatzlich angefertigten Negativkoéraicht.

Ebenso wenig lassen sich diese im Testpraparatmeeke(vgl. Abb. 3.9. und 3.11.). In
der mit dem Radiofrequenz-Verfahren behandelterriAaie zeigen sich also - weder
im Bereich der Gefal3e noch im choroidalen Bindedpewe vermehrt in Apoptose

befindliche Zellen.

-48 -
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3.3. Evaluierung der erforderlichen Gerateparameter

Um dem Ziel der experimentellen Erprobung des Radtbermie-Verfahrens an der
Aderhaut méglichst nahe zu kommen, namlich einduBly bei der transchorioidalen
Penetration effektiv zu verhindern, dabei jedochngstmogliche Kollateralschaden
zu verursachen, mussten die Gerate-Einstellungekt exaluiert werden.

Erst nach genauer Festlegung der erforderlicheanfzter, konnten Ergebnisse, wie
sie in den Punkten 3.1. und 3.2. beschrieben srmielt werden. Die Abbildungen
3.12. und 3.13. sollen beispielhaft die Notwendigkelieser Evaluierung
veranschaulichen. [

Beide Bilder stellen ! \

mit Hamalaun-Eosin
angefarbte

mikroskopische

zweier Hausschweine
dar, welche ebenfalls™
mit der
Radiofrequenz-

Methode - jedoch

Abb. 3.12.

anderen Geréateeinstellungen (vgl. 2.2:2hehandelt wurden. Im Vergleich mit den
zuvor beschriebenen Préaparaten treten deutlichertsittiede zu Tage, von denen hier
nur exemplarisch einige kurz genannt werden sollen:

Neben der insgesamt stark beeintrachtigen Intaktbess Gewebes und der
veranderten Architektur, lassen die an vielen &telirei im Stroma befindlichen
Erythrozyten (in Abb. 3.12. mit Stern gekennzeidhnawuf stattgefundene
GefalRarrosionen mit nachfolgenden Blutungen saobfieln Abb. 3.13. hat die
Aderhaut vor allem an dem im oberen Bildteil befictien Abschnitt an Hohe
abgenommen, unten zeigen sich Lasionen und Einf{idesd). Durch die Blutungen
und Risse wurde die Choroidea stark deformiert. Negzhaut wurde in beiden
Praparaten entfernt, das dunkler gefarbte retiRegementepithel ist zum gréften Teil

erhalten.
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Insgesamt wird also

deutlich, dass bei der
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Ergebnisse mit
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maogliche Kollateralschaden starker ausgepragt umad =zufrieden stellendes

schlechter ~geeigneter , ...

4

Parameter sind

chirurgisches Vorgehen ist nicht mehr in vollem Maikoglich.

3.4. Vergleichende Betrachtung des mit dem Diodenlasarlieiteten Praparates

Wie bereits erwahnt prinzipiell ist zur Verhinderung einer Blutung &uder Einsatz
anderer Verfahren moglich.

Abb. 3.14. zeigt einen mikroskopischen Ausschni#t der mit denbiodenlaser(vgl.
2.1.2.) behandelten Bulbuswand eines Landschwein&hon in der
Ubersichtsfarbung mit Hamalaun-Eosin kann man \Jotéede zu den vorher
beschriebenen Praparaten feststellen. Das Gewebdevaw einem betrachtlichen
Mal3e geschadigt, was vor allem auch die Netzhaulig(tifft, die einen Grol3teil ihrer
Intaktheit verloren hat. An den retinalen Schichteigen sich vermehrt Einrisse und
Lasionen und am oberen Bildrand finden sich alsdusk einer moglichen retinalen
Blutung freie Erytrhozytenansammlungen (*). Ingesanfésst sich eine
vergleichsweise starker ausgepragte Gewebedesinukgststellen. Die darunter
liegende Aderhaut (2) ist davon weniger betroffear an wenigen Stellen erkennt

man bei ansonsten meist erhaltener Integritat veedikleine Blutungen (Pfeil).
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3 ERGEBNISSE

Auch die Auswertung des an diesen Praparaten disediarchgefiihrten TUNEL-
Tests fallt anders aus als bisher beobachtet:

Auffallig sind die in allen Bereichen des Gewebabl®ich vorhandenen dunkelrot
gefarbten Zellen. Diese TUNEL-positiven Zellstrulei lassen sich- einer mit
DNAse inkubierten Positivkontrolle dhnlichim gesamten Préaparat durchgehend in
grof3er Anzahl (vgl. Abb. 3.15.) nachweisen, sowohien Schichten der (zusatzlich
ladierten) Netzhaut (1), als auch in der darunégeinden Aderhaut (2). Die Vielzahl
solcher apoptischer, d.h. in den programmierten diodetretener Zellen, weist also
eine Gewebeschadigung nach, welche auf die Anwenddes Diodenlasers

zurickzufuhren ist.
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‘."_'/*
Abb. 3.14. Mit dem Diodenlaser behandeltes PrapaeatBulbuswand (Hamalaun-Eosin-
Féarbung)

Abb. 3.15.
Abb. 3.15. TUNEL-Test des mit dem Diodenlaser be#eben Bulbuswand-Praparates
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3 ERGEBNISSE

Um den Unterschied zwischen der Anwendung der Rigtizermie einerseits und
des Diodenlasers andererseits in ihrer Wirkung did Aderhaut noch zu

— verdeutlichen, sind in den Abb. 3.16. und
3.17. zwei vergrolRerte Ausschnitte der
jeweiligen TUNEL-Test-Praparate
dargestellt.

Auf beiden Abbildungen ist jeweils ein

Ausschnitt aus der bearbeiteten Choroidea
Abb. 3.16. gezeigt; die GefalRanschnitte sind mit Stern
gekennzeichnet. Wahrend man in der mit dem Diadenl behandelten Aderhaut
(Abb. 3.16.) sowohl intraluminal im Gefal3, voreati aber auch im umgebenden
Bindegewebe enorm viele typisch rot gefarbte apgmuioe Zellen findet, zeigen die

entsprechenden Zellstrukturen in dem _

Nd i

Praparat, bei dem das Radiowellen:;";l,‘}"“’ fr;
Verfahren angewandt wurde (Abb..'ii:. :
3.17.), eine blaue Farbung.
Aufgrund der vermehrt nachgewiesener'}_
in Apoptose befindlichen Zellen lasst

sich also festhalten, dass das

Abb 317
Laserverfahren im Vergleich zur Radiodiathermiéiesem Fall eine deutlich

schadigendere Wirkung auf das behandelte Gewebe hat
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4 DISKUSSION

4.1. Bewertung der Ergebnisse

Die histologischen Korrelate der Anwendung der Bagilen-Technologie an der
Aderhaut wurden ausftihrlich dargestellt. Wie di@smbachtungen moglicherweise
zu Stande gekommen sind, welche Bedeutung ihngjetmeissen werden kann, dies

soll nun anschlieRend im Folgenden diskutiert wierde

4.1.1. Histopathologische Bedeutung der Untersogbergebnisse des mit

Hamalaun-Eosin gefarbten Praparates

Die Folgen der Radiodiathermie auf die operativaxRrentsprachen durchwegs den
erwiinschten Anforderungen: Bei der im AnschlusdiarAnwendung durchgefiihrten
kleinen transchorioidalen Inzision zeigte stelwie bereits in Punkt 2.3.1. erwahnt
keinerlei Blutung.

Welche Bedeutung haben nun die histopathologisdagebnisse?

Von grol3em Vorteil ist zunachst die fast vollst@ndrhaltene Gewebearchitektur des
bearbeiteten Bulbusabschnittes: Weder Aderhaut warch das Erscheinungsbild
insgesamt Veranderungen zeigt) noch Netzhaut (tewdist wichtig auch im Hinblick
auf die spatere Funktion eines subretinalen Chipsiden durch die Bearbeitung
ladiert oder gar zerstort; alle Bulbusschichterd smihrer Gesamtheit erhalten, was
fur die Qualitat des Radiodiathermie-Verfahrensickipr Nicht vorhandene grél3ere
extravaskulare Erythrozyten-Ansammlungen und diakien choroidalen Gefalle
bestétigen die praktische Erfahrung bei der OPs dage Blutung bei der Penetration

der Aderhaut nicht stattgefunden hat.

Uber das Zustandekommen des trotz allem morphabgi®randerten Bildes der
(insgesamt aber erhaltenen) Choroidea lassen samtungen anstellen, wenn man

sich noch einmal die Wirkweise des Radiofrequendaheens vergegenwartigt (vgl.
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Punkt 2.2.): Das zu behandelnde Gewebe heizt sith Durchtritt der Radiowellen
auf und wird dehydriert, zusatzlich kommt es in Abpigkeit von Elektrodenform

und Intensitat der Wellen zur Koagulation und darait HAmostase.

So ist die starke Verdichtung des eigentlich loekddindegewebesler behandelten
Aderhaut wahrscheinlich Ausdruck dieser Dehydramgti die zwischen den
kollagenen Fasern befindlichen weiten Raume amonphsserreicher Grundsubstanz
sind aufgrund des dehydrierenden Effektes der Raadien verschwunden.

Bei der (nach vorher erfolgter Evaluierung versdbreer Gerateparameter)
experimentell an diesem Schweineauge angewandtémhlie handelt es sich speziell
um die “Fulguration“-Form, die Wellenform mit dertésksten lateralen
Hitzeentwicklung und extrem dehydrierendem Effedkelie 2.2.2.). Mit zunehmender
Intensitat der Radiowellen steigt auch das Ausnaaledeichten Koagulation, welche
sich im Inhalt der choroidalen Gefal3e widerspiegelt: Die verdickte Masse
“miteinander verschmolzener” Erythrozyten, mit delie Gefal3e des direkt
bearbeiteten Aderhaut-Bereiches ausgefullt singgisen das histologisches Korrelat
der Koagulation und Hitzeeinwirkung auf das Gewedbezustellen. Aber auch das
zartrosa Fibrin, welches sich in den Arteriolen tdsergangsbereiches befindet, ist
wahrscheinlich durch thermische Aktivierung der iGeungskaskade entstanden und
tragt zur Koagulation und Hamostase bei.

Auf lokale Hitzeeinwirkung reagieren Gefal3e physgischer Weise zunachst mit
Weitstellung und Permeabilitatssteigerung so kommt es z.B. bei leichten
Verbrennungen zu Rotungen und Schwellungen der.Heuft diese Art lasst sich
vermutlich auch die beobachtete Ektasie der Addégeddfie erklaren; die besonders
bei der “Fulguration“-Form der Radiofrequenz-Metbastarker ausgepragte laterale
Hitzeentwicklung scheint somit der Grund zu semdié massive Gefal3dilatation und
Hyperamie, die sich in den choroidalen GefalReneusgt darstellen. Vor allem im
Ubergangsbereich des behandelten Bulbusabschkittsssich dies gut beobachten,
wahrend im direkt bearbeiteten Teil das Bild deerbackenen” Erythrozyten in den

koagulierten Gefal3en Uberwiegt.
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4 DISKUSSION

4.1.2. Bewertung des TUNEL-Test-Ergebnisses

Mit dem TUNEL-Test wurde versucht zu eruieren, olol in wie weit die Aderhaut-
Behandlung mittelsRadiodiathermie Schadigungen speziell der choroidalen Zellen
hervorgerufen hat. Durch Detektierung gespaltendliA{bragemente, welche im
Verlauf des mehrstufigen programmierten Zelltodks, Apoptose, entstehen, sollten
untergehende Zellen sichtbar gemacht werden. Bein dangefertigten
Positivkontrollen, bei denen erwahnte DNA-Nukleeti@lnstlich erzeugt worden
waren, ist dieser Nachweis auch deutlich gelun@a®.Beobachtung, dass hingegen
bei den Testpréaparaten weitaus weniger bzw. inegrdigilen fast gar keine derartige
apoptotische Zellen zu finden sind, kann ein Himagarauf sein, dass die Wirkung
der Radiowellen keine allzu grof3en Schaden an ddarhaut-Zellen verursacht hat.
Durch die Radiodiathermie-Behandlung kam es aldenbfr nicht vermehrt zum
Eintritt von Zellen in die Apoptose, welche nichirnm Rahmen des physiologischen
Zellunterganges, sondern auch unter krankhafteninBaedgen beispielsweise der
Einwirkungen eines schadlichen Agens und auch inJegebung von nekrotischen
Gewebearealen stattfindet.

Die Ergebnisse des TUNEL-Tests scheinen also zstatigen, dass man dem Ziel
nahe gekommen ist, bei der Behandlung der Choroidgiglichst wenig

Kollateralschaden zu hinterlassen.

4.1.3. Abschliel3ende Betrachtung

Es ist also gelungen, die Auswirkungen der Radibdimie-Anwendung an der
Aderhaut auch histopathologisch zu beschreiben nadhzuweisen. Uber die
maoglichen Mechanismen des genauen Zustandekommemdenv Vermutungen

angestellt.

Eines der Ziele der experimentellen Erprobung diédethode war es, trotz einer
effektiven Blutungsverhinderung mdoglichst wenig &bbn am betroffenen Gewebe
anzurichten. Dabei sollte neben dem fehlenden Neishwon vermehrt apoptotischen

Aderhautzellen auch noch einmal die erhaltene th&kaller drei Bulbusschichten
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hervorgehoben werden. Die Tatsache, dass sichidgsoh fast keine Lasionen und
Zerstorungen der Gewebearchitektur nachweisennasgeicht fir die Qualitat des
Verfahrens.

Die Notwendigkeit der Aderhautpenetration Uberhawggab sich aus der
Bevorzugung des kombinierten Verfahrens fur die lémgation eines subretinalen
Chips, welches deshalb vorteilhaft ist, weil sicit ihm ein retinales Trauma aufs
Minimale begrenzen lasst. Gerade auch die SchictieerNetzhaut, welche fir die
Chip-Funktion von grol3er Bedeutung sind (die Phiotbeh ersetzen ja nur die zu
Grunde gegangenen Photorezeptoren), erschienen de#i histologischen
Untersuchung fast durchwegs gut erhalten und uhiesgt.

Dartber hinaus hat sich gezeigt, dass Ergebnigsesiavin den Punkten 3.1. und 3.2.
dargestellt wurden, nicht ohne Weiteres erreichtdee konnten. Dazu war eine
exakte Evaluierung der idealen Gerateparameteg,nidi gezeigt werden konnte, dass
bei ungunstigen Gerateeinstellungen Gewebeschddsdrers ausgepragt waren (vig.
3.3.). Dies konnte man auch bei der Untersuchung md# dem Diodenlaser
bearbeiteten Aderhaut feststellen, bei der eind3grénzahl apoptotischer Zellen
nachgewiesen werden konnte (nicht dagegen bei defRadiowellen behandelten
Praparaten). In diesem Fall hatte die Behandlumgdderhaut mit dem Diodenlaser
eine deutlich starker ausgepragte Gewebeschadigsogohl die Choroidea als auch
die Netzhaut betreffend zur Folge (vgl. 3.4.).

Ob aber die Anwendung anderer prinzipiell einseb&erfahren zur unblutigen
Aderhaut-Penetration ebenfalls Ergebnisse ahnlidQaalitat erzielen kann und
welches sich als gunstig erweisen wird, kann hmmab nicht gesagt werden und

bedarf einer eignen genauen vergleichenden Unteusigc
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4.2. Erfolgreiche Anwendung des Radiodiathermie-Verfahkre

4.2.1. Subretinale Chip-Implantation nahezu ohhguBg

Eines der Hauptziele der experimentellen ErproliergRadiodiathermie-Methode an
der Choroidea, eine unblutige Penetration der Aaldthwurde erreicht. Da das
Radiofrequenz-Verfahren gerade im Bereich von stdtkendem Gewebe bereits
erfolgreich eingesetzt wird, lag es nahe, auf dMsthode zurtickzugreifen.

Dennoch hat sich gezeigt, dass zuvor die fur deraitlale Anwendung bendétigten
Parameter genau evaluiert und definiert werden tanssum die dargestellten
Ergebnisse zu erzielen.

Die Experimente, die der vorliegenden Arbeit zugeitiegen, haben dazu gefihrt,
dass am Modell wiederholt Chipimplantationen in dembretinalraum ohne jede
Blutung transchorioidal unter Anwendung der Raditiiermie durchgefuhrt werden
konnten.

Abb. 4.1. zeigt ein erfolgreich eingesetztes Imgaan

subretinaler
Chip

Abb. 4.1. Blick auf den aufgeschnittenen rechtaigeéhnbulbus eines Landschweins. Der mit
Pfeil gekennzeichnete subretinale Sehchip wurdeeruAhwendung der Radiofrequenz-
Methode erfolgreich implantiert. Auch retinale @&fésind oberhalb des Chips deutlich zu

erkennen.
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4.2.2. Grole Erfolge bereits auf Gebieten deraMaktischen Chirurgie

Die Idee, das Radiofrequenz-Verfahren Uberhaupt Rahmen der unblutigen
transchorioidalen Inzision einzusetzen, ist in deten Ergebnissen, die bereits auf
dem Gebiet der okuloplastischen Chirurgie damgient werden konnten, begrindet.
In Studien, welche im Rahmen v@&tepharoplastien des oberen Augenlides durch-
gefuhrt wurden, konnten Hautinzisionen mit £&@ser und solche, bei denen die
Radiofrequenzmethode angewandt wurde, histopatisclogniteinander verglichen
werden. Dabei wiesen die nach dem Radiofrequenfalfiemm behandelten
Gewebeschnitte insgesamt etwa 25 % weniger Gewedgigtingen auf, es wurden
weniger thermische Schaden an den Wundrandern tleiha die Storung der
zellularen Architektur fiel geringer atfs

Aber auch bei anderen plastisch-chirurgischen Efegr der Ophthalmologie, wie
Augenbrauen-Lifting, die Entfernung benigner Tumoren samtlicher Arten mit
Lokalisation auf den periorbitalen Umgebungsstrigauwz.B. Tranendriisen-Tumore,
Schwannome, Xanthelasmen u.a.) oder die operaghamilung dePtosiswird die
Radiodiathermie erfolgreich eingesetzt. Die guteiol§e gerade auch im Bereich von
stark vaskularisiertem Gewebe wie die Entfernung HWamangiomen, legten die

experimentelle Erprobung des Radiofrequenzverfahretier Aderhaut nahe.

4.3. Ausblick

4.3.1. Subretinales ImplantaZwischenzeitliche Anwendung beim Menschen

Seit der Beendigung der Experimente und der Féstigag der Arbeit hat sich die
Situation dahingehend geandert, dass die ersterahlemsuche der Arbeitsgruppe in
Tldbingen mit der hier untersuchten transchoroid®lergehensweise zur subretinalen
Implantation durchgefiihrt wurden.

Grundlage flur die transchoriodale Vorgehensweism bdenschen bildeten die hier

®ygl. Welch D. B., Bryar P., Ocular Surgery Newsp®eber 2001
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untersuchten Praparate vom Schwein. Die in der iAdmmvonnenen Erkenntnisse
waren wegen der Ahnlichkeit des Tiermodells und demanen Situation direkt

Ubertragbar.

Bei 11 von 11 Implantationen am Menschen kam dsemer Komplikation durch die

gefurchteten Aderhautblutungen. Dies wurde im Mdrféufig gegen diese neue OP-
Methode als Argument ins Feld gefuihrt und bestimitiiter die Jahre die Diskussion
auf internationalen Kongressen.

Durch die erfolgreiche Anwendung der neuen OP-Miéthon einer prospektiven

Studie am Menschen hat dieses Verfahren mittleenveil der Fachwelt weltweite

Beachtung erlangt. Die transchoriodale operativeg®lensweise, die erstmals in
dieser Form weltweit zur Anwendung kam, kann sicim,nda sie offenbar sicher

durchfuhrbar ist, im entsprechenden Bereich detdsaischnittschirurgie etablieren.

4.3.2. Weitere Einsatzmdglichkeiten der Radiodiattie zur unblutigen Aderhaut-

Penetration

Die Entwicklung von Methoden, nahezu ohne Blutuing Alderhaut zu penetrieren
und dabei geringstmogliche Kollateralschaden zuehissen, fuhrt dazu, dass eine
transchorioidale Chirurgie Uberhaupt moglich wilo ergeben sich neben der
Implantation elektrischer Sehprothesen weitere abgl noch wenig erforschte
Maglichkeiten fur eine Anwendung der Radiofrequétethode in diesem Rahmen.
Neben einersubretinalen Medikamentenapplikation kann hier dieEntfernung
chorioidaler Melanome genannt werden, bei der klassischerweise noch eoigen
Jahren das gesamte Auge entfernt wurde. Bestraduyme bis zu einer bestimmten
GroRe des Prozesses durchgefuhrt werden konnergnweabenfalls geeignete
Behandlungsmethoden. In letzter Zeit wurden abarsidh die Uberlebensraten bei
der ausschlieBenden Chirurgie zwischen Entfernuggy TWmors nicht von denen
einer kompletten Entfernung des Auges unterscheidéarfahren entwickelt,

chirurgisch die Tumore zu entfernen. Ein unblutid&srgehen ist auch hier sehr
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erwunscht, gelingt aber bislang nicht in vollem @ng. Bei diesen Operationen
werden die Patienten zur Vermeidung von groéReremtuBgen in Hypotension
operiert und alle sonstigen Malinahmen zur Blutstglergriffen. Die in dieser Arbeit
erprobte Radiodiathermie hatte das Potenzial, aueh Verbesserungen in der

Chirurgie zu bringen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der chirurgische Erfolg von Implantationen komplexeer groRerer Sehprothesen
steht und fallt mit der Mdglichkeit, diese durche diderhaut durchzufiihren. Die
Aderhaut ist ein extrem stark durchblutetes Gewebel stellt hier hohe
Anforderungen an die Chirurgie, da selbst kleinet@igen in den Subretinalraum zu
erheblichen Konsequenzen fihren. Aufgrund bereitsterg Erfolge der
Radiodiathermie auch im Bereich stark blutender €&®ywurde dieses Verfahren fur
eine effektive Blutungsstillung bei der Aderhautgiation ausgewabhlt.

Die von uns durchgefiihrten Experimente dienten daieuGerateparameter soweit zu
evaluieren, dass ein zufrieden stellendes chircingis Vorgehen maoglich war.
Dartber hinaus sollte gezeigt werden, dass sichvdi@nderungen, die von einem
Ausbleiben der Aderhautblutung wahrend der Chirmungihren, auch histologisch
beschreiben und nachweisen lassen. Dabei wurdgeftetlt, dass trotz einer
effektiven Koagulation Kollateralschédden sowohl di¢ Choroidea selbst, als auch
auf die Netzhaut gering ausgepragt waren. Alle Bssishichten haben ihre Intaktheit
behalten, es wurden weder Blutungen, noch (mMitfEIYNEL-Test) vermehrt
apoptotische Zellen nachgewiesen, wobei sich dapmtogische Erscheinungsbild
der Aderhaut insgesamt im behandelten Bereich jederandert hat.

Die erfolgreiche experimentelle Anwendung der Rd@ithermie am
menschenvergleichbaren Modell (Hausschwein) madhene Einsatz auch am
menschlichen Auge moglich und stellt einen wichti@hritt fur die Forschung und

Weiterentwicklung subretinaler Sehprothesen dar.
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|. Bezeichnung der verwendeten Gerate:

1. Radiodiathermie:
Patented Surgitron 4.0 Dual RF, Firma Elleman (Néark)

2. Laseranwendung:
IRIS OcuLigh® SL Lasersystem, Halbleiter-Diodenlaser, Firma IEM

(Mountain View, California)

3. Einbettautomat:

Shandon Excelsior, Thermo Electron Corporation (Mahusetts)

4. Rotationsmikrotom:
Jung RM 2055, Firma Leica (Wetzlar)

5. Mikroskope:
Leitz DM RD, Firma Leica (Wetzlar)
Eclipse E200, Firma Niko(Tokio)

Il. Schritte der Paraffineinbettung mittels Einbettautomat:

(allgemeines Schema)

1. Fixierung (Formalin) 2 Stunden
2. 70% Athanol 2 Stunden
3. 70% Athanol 1 Stunde
4. 96% Athanol 1 Stunde
5. 96% Athanol 1 Stunde
6. 100% Athanol 1 Stunde
7. 100% Athanol 1 Stunde
8. 100% Athanol 1 Stunde
9. Xylol 1 Stunde
10. Xylol 1 Stunde
11. Paraffin 60C 2 Stunden
12. Paraffin 60C 3 Stunden
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