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Changes in morphology of cynomolgus monkey eyes after
treatment with prostaglandin F,, isopropylester

Zusammenfassung. Lokale Applikation von Prostaglandin F,,
(PGF,) fiihrt zu einer Senkung des intraokuliren Druckes am
Primatenauge, deren genaue Ursache noch unklar ist. Deshalb
wurden die morphologischen Verinderungen nach Prostag-
landinbehandlung quantitativ lichtmikroskopisch, elektro-
nenmikroskopisch sowie mit immunhistochemischen Metho-
den an den Augen von sieben 5-8 Tage mit 4 pg PGF, -isopro-
pylesther behandelten Cynomolgusaffen untersucht und mit
den Augen von 5 unbehandelten Kontrolltieren verglichen.
Nach der Behandlung kam es zu keiner entziindlichen Reak-
tion. Lediglich im vordersten Bereich der Ziliarfortsitze trat
ein leichtes Odem auf, allerdings nicht in der gesamten Zir-
kumferenz. Die deutlichste Verinderung war eine Erweite-
rung der Bindegewebssepten innerhalb des Ziliarmuskels. Da-
bei zeigte die extrazellulire Matrix innerhalb der Ziliarmus-
kelblindel, die sich z.T. aus Typ IV und VI Kollagen, Laminin
und Fibronektin zusammensetzt, keine Verdnderungen. Im
Bindegewebe zwischen den einzelnen Muskelbiindeln hinge-
gen kam es nach Behandlung mit PGF,, zu einem deutlichen
Verlust von Fibrillen des Typ I und 111 Kollagens. Zusitzlich
fanden sich Makrophagen mit Lysosomen, die phagozytierte
Kollagenreste enthalten. Insgesamt deuten unsere Befunde
darauf hin, daB die drucksenkende Wirkung von Prostaglan-
dinderivaten durch einen vermehrten AbfluB von Kammer-
wasser liber die, durch Lysis von Bindegewebe erweiterten
uveoskleralen AbfluBwege hervorgerufen wird.

Schliisselwdrter: Morphologie - Prostaglandin F,, - Ziliar-
muskel - Uveoskleraler AbfluB3 - Macaca fascicularis

Summary. Topically applied prostaglandin F,, (PGF,,) has
been shown to lower intraocular pressure in cynomolgus mon-
keys. In this study the morphological changes following topical
treatment of seven cynomolgus monkeys with 4 pg PGF,, iso-
propylester for 5-8 days were investigated and compared with
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the eyes of five normal animals. Quantitative light microscopi-
cal, ultrastructural and immunhistochemical methods were
used. No cellular signs of inflammation were seen in any of the
eyes. Slight edema in the most anterior part of the ciliary pro-
cesses occurred in most eyes, but only in parts of the circum-
ference. The most pronounced change was dilation of the
intramuscular spaces within the ciliary muscle. No changes
were observed in the extracellular matrix within the muscle
bundles, which consist partly of type IV und VI collagen, lami-
nin and fibronectin. In the connective tissue between the
muscle bundles, loss of collagen type I und III fibrils was ob-
served. Additionally, macrophages were found with phagoly-
sosomes containing phagocytized collagen fibrils. We suggest
that loss of extracellular material leads to a widening of the
uveoscleral outflow pathways of ciliary muscle and thereby to
a reduction in intraocular pressure.

Key words: Morphology - Prostaglandin F,, - Ciliary muscle -
Uveoscleral outflow - Macaca fascicularis

Es ist allgemein bekannt, dal Prostaglandine potente Media-
toren der okulidren Entziindungsreaktion darstellen [2, 12]. So
rufen hohe lokale Dosen verschiedener Prostaglandine am
Kaninchenauge einen Zusammenbruch der Blut-Kammer-
wasser-Schranke hervor, der von einem ausgeprigten Anstieg
des intraokuldren Drucks begleitet wird [27, 28, 31, 32, 38, 39}.
Seit einigen Jahren ist jedoch bekannt, daB3 vergleichsweise
niedrige lokale Dosen des Prostaglandins F,, bei Kaninchen
[8, 20], Katzen [6, 20, 34] und Affen [6, 7, 10, 20, 34] zu einer
deutlichen Senkung des intraokuldren Druckes fiihren. Auch
bei gesunden menschiichen Probanden [16] sowie Glaukom-
patienten [1] kommt es zu einer Drucksenkung, die bei wieder-
holter Gabe tiiber einen lingeren Zeitraum aufrechterhalten
werden kann. Um Klarheit iiber die morphologischen Grund-
lagen dieser Augendrucksenkung zu gewinnen haben wir die
Augen von sieben Cynomolgusaffen untersucht, die tiber den
Zeitraum von 5-8 Tagen mit dem Prostaglandin-F,,-isopropy-
lesther behandelt worden waren. Es wurde eine Dosierung
verwendet (4 pg), die bei diesen Tieren zu einer deutlichen
Drucksenkung fiihrt [10]. Die morphologischen Verdnderun-
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Tabelle 1. Semiquantitative Auswertung der morphologischen Veréinderungen nach Prostaglandinbehandlung. 80 Schnitte aus der gesamten
Zirkumferenz eines jeden Auges wurden ausgewertet. Die Zahlen reprisentieren den Prozentsatz an positiven Befunden

Nr. Behandlungsdauer (d) 10D vor Enucleation leichtes Odem der Greeff-Bldschen Verinderungen im
Ziliarfortsitze [%)] [9%] Ziliarmuskel [%]
1 5 OD 6 mmHg? 33 33 100
OS 13 mmHg
2 5 oD 7,5° 20 - 100
0S55
3 5 OD 4 mmHg* 25 25 100
OS 15 mmHg
4 6 0D 7,5° 63 - 100
0S5
5 7 oD 12,5° 25 - 100
0S5
6 7 oD 8 20 = 100
0S 5,5
7 8 oD 7,5° 50 - 100
0S5

Abb 1. a Lichtmikroskopischer Sagittal-
schnitt durch den vordersten Teil der Pars
plicata des Ziliarkorpers eines 5 Tage mit
Prostaglandin-F,, behandelten Cynomol-
gusaffen (Ausschnitt ausb). Das Pigment-
epithel der Ziliarfortsitze ist durch ein
leichtes Odem teilweise vom Stroma
abgehoben (Pfeile). (Firbung nach
Richardson, Semidiinnschnitt, 1 pm, Ver-
groBerung, x 290),b Lichtmikroskopischer
Sagittalschnitt durch den Ziliarkérper
eines 5 Tage mit Prostaglandin-F, be-
handelten Cynomolgusaffen. Die Binde-
gewebssepten zwischen den longitudi-
nalen und retikuliren Muskelbiindeln des
Ziliarmuskels (CM) sind massiv erweitert
(Pfeile). TW Trabekelwerk, 7 Iris.
(Férbung nach Richardson, Semidiinn-
schnitt, 1 ym, VergroBerung, x 51)




gen wurden quantitativ lichtmikroskopisch, immunhistoche-
misch sowie elektronenmikroskopisch ausgewertet und mit
Untersuchungen an 5 unbehandelten Tieren gleichen Alters
verglichen.

Material und Methoden

Sieben Cynomolgusaffen (Macaca fascicularis) im Alter von 3-7 Jah-
ren wurden {iber den Zeitraum von 5-8 Tagen 2mal tédglich mit einer
lokalen Dosis des Prostaglandin-F,,-isopropylesthers (Pharmacia
AB, Uppsala, Schweden) behandelt. Dabei wurde ein Tropfen von
35 pl, entsprechend einer Dosierung von 4 pg Prostaglandin F%a-iso-
prophylesther, auf das rechte Auge der mit Ketamin (10 mg kg™ i.m.)
andsthesierten Versuchstiere gegeben, wihrend das kontralaterale
Auge mit dem Vehikel behandelt wurde. Vor der Enukleation wurde
der intraokuldre Druck der Versuchstiere mit einem Goldmann-To-
nometer bzw. einem Schiotz-Tonometer (7,5 g) gemessen. Bei allen
Versuchstieren war der Druck des behandelten Auges deutlich niedri-
ger als der des kontralateralen Kontrollauges (Tabelle 1). Vor der
Druckmessung erfolgte eine Spaltlampenuntersuchung, wobei weder
ein Tyndall-Phdnomen, noch Zellen im Kammerwasser beobachtet
werden konnten.

Nach der letzten Messung wurden die Versuchstiere iiber das
Herz mit einer heparinisierten NaCl-Losung perfundiert und an-
schlieBend perfusionsfixiert. Die Fixierung erfolgte bei vier der Tiere
mit der Fixationslosung nach Ito u. Karnovsky [17], bei 3 der Tiere mit
einer Paraformaldehyd-Lysin-Periodat-Losung (PLP) [24]. Mit der
gleichen Methodik wurden auBBerdem 5 unbehandelte, normale Cy-
nomolgusaffen gleichen Alters fixiert, je 2 mit PLP und 3 mit Itos
Fixierlosung. Die Anisthesie fiir die Perfusionsfixation erfolgte mit
Ketamin HCI 15 mg kg ™' gefolgt von Pentobarbital Na 30 mg kg™ i.m.

Nach der Perfusion erfolgte die Enukleation der Augen sowie die
Weiterverarbeitung fiir die licht- und elektronenmikroskopische Aus-
wertung. Dabei wurden fir die lichtmikroskopischen Untersuchun-
gen aus allen Quadranten der Versuchstieraugen insgesamt 4 Sekto-
ren pripariert und in Paraffin eingebettet. Zwanzig Schnitte von 6 ym
Dicke aus jedem Quadrant der behandelten und kontralateralen Au-
gen (80 Schnitte pro Auge) wurden mit der Fiarbung nach Crossmon
[11] gefarbt und quantitativ histologisch ausgewertet (Tabelle 1).

Die immunhistochemische Untersuchung erfolgte an den Augen
der mit PLP fixierten Versuchstiere. 6 pm dicke Schnitte wurden ge-
farbt mit Antikorpern gegen Laminin, Fibronektin, Kollagen Typ IV
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und VI unter Benutzung einer mit Silber verstiarkten Immungold-
farbung (nidhere Einzelheiten bei [23]). Die Antikorper gegen Fibro-
nektin, Laminin und Typ IV Kollagen wurden freundlicherweise von
Dr. Mollenhauer aus dem Pharmakologischen Institut der Universitét
Erlangen zur Verfligung gestellt, die Antikorper gegen Typ VI Kolla-
gen von Dr. Rauterberg aus dem Institut fiir Arteriosklerosefor-
schung der Universitédt Miinster. Es handelte sich um, aus dem Kanin-
chen gewonnene, polyklonale Antikorper [18, 23, 25].

Fir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden
ausjedem Quadranten der Versuchstieraugen Stiicke von 1 mm Breite
pripariert, die den gesamten Ziliarkorper bis zur Ora serrata, die Iris
sowie die anliegende Kornea und Sklera enthielten. Nach Nachfixa-
tion in 1% Osmiumtetroxid wurden die Préparate in iiblicher Weise in
Epon eingebettet. Von jedem Auge wurden mindestens 2 Préparate
pro Quadrant untersucht. Mit einem Ultramikrotom wurden Diinn-
schnitte angefertigt und mit Bleizitrat und Uranylacetat kontrastiert.
Die elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte an einem JEOL
(JEM 100 B) sowie einem Zeiss (EM 902) Elektronenmikroskop.

Ergebnisse

In keinem Auge der mit Prostaglandin-F,, behandelten Ver-
suchstiere wurden Zeichen einer zelluldren entziindlichen
Reaktion in Form einer Ansammlung von Leukozyten oder
Histiozyten beobachtet. Im vordersten Bereich der Ziliarfort-
sdtze zeigten hingegen alle behandelten Augen ein leichtes
Odem (Tabelle 1). In diesen Bereichen hatte sich das Ziliarepi-
thel vom Stroma der Ziliarfortsdtze abgehoben (Abb. la).
Allerdings war dieses Odem nicht in der gesamten Zirkumfe-
renz zu beobachten, sondern lediglich in 20-63% der Schnitte
(Tabelle 1). Greeff-Bldaschen [15] fanden sich bei 2 der Ver-
suchstiere in 25-33% der Schnitte (Tabelle 1). Bei keinem der
Versuchstiere war ein Odem im Bereich der Retina zu be-
obachten.

Ausgeprigte Veranderungen fanden sich im Bereich des
Ziliarmuskels aller mit Prostaglandin behandelten Versuchs-
tiere. So kam es in der gesamten Zirkumferenz zu einer deut-
lichen Erweiterung der Bindegewebsspalten zwischen den
Muskelzellbiindeln der longitudinalen und teilweise auch der
retikuldren Portion (Tabelle 1, Abb. 1b). Die Muskelzellen

Abb. 2. Lichtmikroskopischer Frontal-
schnitt durch Ziliarmuskelbiindel im
Bereich der vorderen longitudinalen
Portion eines unbehandelten, normalen
Cynomolgusaffen. Die Basallamina der
Muskelzellen hat sich nach einer Im-
munogoldfarbung mit Antikorpern gegen
Typ IV Kollagen positiv angefdrbt (Pfeile).
(Paraffinschnitt, 6 p, VergroBBerung, x 460)
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wirkten diinn und langgestreckt, wihrend der gesamte Muskel
eine relaxierte Form zeigte.

Normalerweise sind die Muskelzellen innerhalb des Ziliar-
muskels von Cynomolgusaffen zu einzelnen Biindeln zusam-
mengefalt, die voneinander durch eine nahezu vollstindige
Umbhiillung aus flachen Fibroblasten und Bindegewebe ge-
trennt sind. Innerhalb diese Muskelzellbiindel ist, mit Aus-
nahme der Basallamina der Muskelzellen, nur spérlich extra-
zelluldres Material vorhanden. Diese Basallamina erscheint
elektronenoptisch als eine homogene elektronendichte Linie
von 25-30 nm Breite, die von der Muskelzellmembran durch
eine elektronenoptisch leeren Spalt von 20-25 nm getrennt ist.
Immunhistochemisch 148t sich die Basallamina mit Antikor-
pern gegen Typ IV Kollagen (Abb. 2) und Laminin zur Darstel-

Abb. 3. Elektronenmikroskopischer Flach-
schnitt durch ein Ziliarmuskelbiindel im
vorderen Bereich der longitudinalen
Portion eines unbehandelten, normalen
Cynomolgusaffen. Zwischen den Muskel-
zellen (MC) finden sich extrazellulire
Mikrofibrillen mit einem Durchmesser
von 14-16 nm und einer Periodik von
18-20 nm (Pfeile). Stellenweise strahlen
diese Mikrofibrillen in die Basallamina
der Muskelzellen ein (Pfeilkdpfe). NE
Nervenendigung. (VergroBerung, x

40 000)

lung bringen und erscheint dann als eine scharf abgegrenzte
Linie, die die einzelnen Muskelzellen umgibt. Die Muskelzel-

len verzweigen sich und zeigen zahlreiche Fortsitze und In-

vaginationen. Zwischen den Enden benachbarter Muskel-
zellen finden sich extrazellulire Mikrofibrillen mit einem
Durchmesser von 14-16 nm und einer Periodik von 18-20 nm
(Abb. 3). Diese Mikrofibrillen gehen in die Basalmembran der
Muskelzellen {iber. In diesen Bereichen ist die angrenzende
Muskellzellmembran durch elektronendichte ,,dense bands®
spezialisiert. Feinere Mikrofibrillen mit einem Durchmesser
von 8-10 nm finden sich zwischen der Basalmembran und der
Muskelzellmembran. Immunhistochemisch 148t sich in die-
sen Arealen besonders Fibronektin und Typ VI Kollagen
nachweisen (Abb. 4).

Abb. 4. Lichtmikroskopischer Frontal-
schnitt durch ein Ziliarmuskelbiindel im
Bereich der vorderen longitudinalen Por-
tion eines unbehandelten, normalen
Cynomolgusaffen. Typ VI-Kollagen firbt
sich positiv innerhalb der Muskelbiindel
sowie in ihrer unmittelbaren Umgebung
(Pfeile). (Immunogoldfarbung, Paraffin-
schnitt, 6 py, VergroBerung, x 460)




Nach Prostaglandinbehandlung zeigten sich bei den Bin-
degewebsbestandteilen innerhalb der Muskelbiindel keine
Verinderungen.

Anders verhielt sich jedoch das Bindegewebe innerhalb der
Bindegewebssepten zwischen den Muskelbiindeln. Dieses
Bindegewebe besteht hauptsdchlich aus Fibrillen des Typ 1
und III Kollagens. Die kollagenen Fibrillen haben einen
Durchmesser von 30-45 nm und zeigen die zypische Periodik
von 67 nm (Abb. 5). Die Zahl der kollagenen Fibrillen ist nach
S-tdgiger Prostaglandinbehandlung in den auch ausgeprigt
erweiterten Bindegewebssepten deutlich reduziert. Die noch
vorhandenen Fibrillen erscheinen ,ausgefranst® und zeigen
auf Querschnitten Kaliberschwankungen. Die Erweiterung
der Bindegewebssepten ist besonders ausgeprigt in der
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Abb. 5. Elektromikroskopischer Sagittal-
schnitt durch eine Bindegewebsepte zwi-
schen Ziliarmuskelbiindeln der vorderen
longitudinalen Portion eines unbehandel-
ten, normalen Cynomalgusaffen. Das
extrazelluldre Material besteht haupt-
sdchlich aus kollagenen Fibrillen von
30-45 nm Durchmesser und der typische
Periodik von 67 nm (Pfeile). MC Muskel-
zellen. (VergroBerung, x 20 000)

Abb. 6. a Elektronenmikroskopischer Sa-
gittalschnitt durch die longitudinale Por-
tion des Ziliarmuskels eines 5 Tage mit
Prostaglandin-F,,-behandelten Cynomol-
gusaffen. Innerhalb des Bindegewebes
zwischen den Ziliarmuskelbiindeln ist der
Gehalt an kollagenen Fibrillen deutlich
reduziert. Die bindegewebigen Rdume
sind erweitert und enthalten einzelne
Makrophagen (M). Einige dieser Makro-
phagen zeigen Phagolysosome mit phago-
zytierten Kollagenresten (Pfeil). (Ver-
groBerung, x 1900). b Schwach kontra-
stierte Ausschnittsvergroferung aus a.
Teilweise zeigen die phagozytierten Ein-
schliisse eine Kollagenperiodik auf (Pfei-
le). (VergroBerung, x 75 800)

Umgebung der Nerven und Gefdlle (Abb. 6a). Hier finden sich
auch solitare Makrophagen mit zahlreichen Phagolysosomen
(Abb. 7a). Viele dieser Makrophagen zeigen Lysosomen die
phagozytierte Kollagenreste enthalten (Abb. 6a, b).

Diskussion

Wie bereits von anderen Autoren beschrieben [10, 20], fiihrt
die lokale Behandlung von Cynomolgusaffen mit Prostaglan-
din-F,, zu einer deutlichen Senkung des intraokuldren
Drucks. Unsere Untersuchung zeigt, dal3 es dabei lediglich zu
geringgradigen Verdnderungen im Bereich des Ziliarepithels
und der Blut-Kammerwasser-Schranke kommt. Das von uns
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beobachtete Odem war auf die vordersten Abschnitte der Zi-
liarfortsdtze beschridnkt und nicht in der gesamten Zirkum-
ferenz zu beobachten. Im gesamten Auge fanden sich keine
zelluldren Entziindungszeichen wie Ansammlungen an Leu-
kozyten oder Histiozyten. Dies steht im Gegensatz zu Ergeb-
nissen fritherer Autoren, die bei Kaninchen allerdings relativ
hohen Dosen des Prostaglandins E verwendet haben [31, 32,
38, 39]. Bekannterweise ist das Kaninchenauge besonders
empfindlich fiir Prostaglandine und reagiert rasch mit einem
Zusammenbruch der Blut-Kammerwasser-Schranke [5]. Die-
se Empfindlichkeit konnte durch Besonderheiten im morpho-
logischen Aufbau des Ziliarkorpers der Kaninchen, wie das
Vorhandensein von iridialen Fortsdtzen [19, 33, 42], mit einem
hohen Gehalt an Na*K*-ATPase [14] und Karboanhydrase
[21] im Ziliarepithel, erkldrt werden.

In der vorliegenden Studie zeigten sich die ausgeprigte-
sten morphologischen Veridnderungen im Bereich des Ziliar-
muskels in Form einer starken Erweiterung der intermuskula-
ren Zwischenrdume und einer Auflésung der kollagenen Fi-
brillen. Zusitzlich fanden sich Makrophagen mit kollagenen
Einschliissen, wie sie auch in anderen Geweben mit hohem
Kollagenabbau beobachtet werden, wie z.B. dem postpartalen
Uterus [29, 30]. Ein Anstieg von kollagenolytischer Aktivitit
nach Prostaglandinbehandlung wurde auch in anderen Berei-
chen des Kérpers beobachtet, so z.B. in der Cervix uteri [13,
37]. Die Herkunft lytischer Enzyme im Bereich des Ziliarmus-
kels ist nicht bekannt. Man weil} jedoch, dal Makrophagen
Kollagenasen sezernieren kénnen [40] und dal3 Prostaglandi-
ne die Kollagenaseproduktion von Makrophagen regulieren
[41].

Im Affenauge flieBt normalerweise 20-30% des Kammer-
wassers Uber die sog. uveoskleralen oder unkonventionellen
AbfluBwege durch den Ziliarmuskel, die Suprachoroidea, und
die GefdB-Nerven-Scheiden der Sklera nach hinten ab {3, 4].
Kommt es nach Prostaglandinbehandlung zu einer Erweite-
rung der Bindegewebsspalten im Ziliarmuskel und zu einer
Lysis von extrazelluldren Material, kann Kammerwasser ver-
mehrt Gber diese uveoskleralen AbfluBwege nach hinten
abflieBen, was eine intraokuldre Drucksenkung zur Folge hét-
te. Tatsdchlich zeigten physiologische Untersuchungen an Cy-
nomolgusaffen, daB nach Prostaglandinbehandlung bis zu
80% des Kammerwasser das Auge iiber die uveoskleralen
AbfluBwege verldBt [9, 26, 36], was unsere Befunde verstind-
lich macht.

Inwieweit die intramuskuldren Verinderungen reversibel
sind und sich auf das menschliche Auge tibertragen lassen, das
gerade im Alter sehr viel mehr Bindegewebe in den Ziliarmus-
kel einlagert [35] als bei den Augen von Affen beobachtet wird
[22] muB noch weiter untersucht werden.
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Wissenschaften und der Literatur, Mainz.
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