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Degeneration
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PuRPosE．　To　assess　the　distdbution，　content，　and　fUnction　of　tissue　inhibitor　of　meta皿oproteinases

（rlMP）－3　dudng　aging　in　no㎜al　eyes㊤r　compa亘son　with　thc　levels　obsewed　in　cyes　with

age－related　macular　degeneration（AMD）．

METHoDs．　Donor　tissues　analyzcd　inc皇udcd　36　normal　eycs（14－96　years　old）and　15　AMD　eyes

（74－98years　old）．　A　tissue　strip　including　the　R）vea　was　used衣）r　immunohistochemistry．　Western

blot　analysis　was　perfbrmed　on　extracts　of　thc　retinal　pigment　epithclium（RPE）－choroid　complex

廿om　the　postcrior　part　of　each　eye．　Immunorcactivity　of　TIMP－3　bands輌n　each　westem　blot　was

densito皿etrically　quantitated．　Thc　inhibitory　function　of　TIMP－3　was　evaluated　with　reverse

Zymography．

㎞sms．　TIMP・3　was　present　uni血mUy　across　Bmch’s　memb倣e　in　the　no㎜al　samples．　In　samples

丘om　donors　more　than　50　years　of　agc，　immunostaining　was　illtense．　TIMP・3　content　ranged　ffom

92to　1061　ng／cm2　and　increascd　with　agc（グ＝0．66）．　In　AMD　cycs，　TIMP－3　distribut輌on　in　Bruch’s

membrane　was　ab皿dant　in　areas　of　continuous　soft　drusen　but　absent　in　arcas　below　RPE　atrophy．

TIMP－31evels　in　AMD　eyes　were　sign血cantly　higher　than　in　agc－matched　norma三eyes（577　versus

877ng／cm2；P＝0．009）．　Inhibitory　activity　corrclated　wcU　with　TIMP－3　content（γ＝0．82）and　was

also　sign面cantly　higher　in　AMD　eyes　than　in　age一皿atched　normal　eyes（P＜0．001）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；

CoNcLusloNs．　Dudng　no㎜al　aging，　TIMP－3　content　in　Bruch’s　membranc　bf　the　macula　shows　a

sign面cant　inαcase．　TIMP3　contcnt　in　AMD　eyes　was　elevated　relatj▽c　to　that　of　age・matchcd

no㎜瓠eyes．　Higher　levels　of　TIMP－3　may　contdbutc　to　the　thickening　of　Bruch’s　membmne

observed　in　AMD．（勿τ戊θsτqρ力功〃ηzo11η∫5σ．1999；40：2367－2375）

　　　　　　　atnx　metalloproteinases（MMPS）and　the　t姪sue㎞hibi－

　　　　　　　tors　of　matrb【metallop⑩teinascs（nMPs）play　impo壬

　　　　　　　tant　r〈）les㎞regula1㎞g　the　turnover　of　the　extrace皿ular

matrix（ECM）．　MMPs　constitute　a　famUy　of　sccreted　cnzymes，

currently　with　mo㏄than　20　members，　that　are　involved血de－

grading　components　of　the　ECM　in　the　normal　course　of　mat爵x

tumover　and㏄newal．1MMPs　are　also㎞pncated　during　the　initial

stages　of　ncovascu㎞za60n，　in　which　they　are　thou砲t　to　be

requ口℃d，　along　with　other　p頁）teases，　fbr　degradation　of　comp（＞

nents　of　the　capmary　basement　memb㎜e　as　a　pre㏄q山site衣）r

ncw　vessel　outgrowth．2　The　TIMPs，　which　are　representcd　by

衣）ur（坑s6nct　genc　products，　are　thought　to　suppress　excessWe

degrada60n　of　ECM　and　may　play　an　important　fUnctional　r〈）le　in

㎞dng　ne・vascularizadon．3－1°　　　　　　　　　　　　　　’

　　　TIMP－3　is　unique　in　that　once　secreted，　it　binds　to　com－

ponent（s）of　the　ECM，　whcreas　othcr　TIMPs　do　not．111n　the

outer　eye　wall，　immunohistochemicai　studies　indicate　that
TIMP－3　is　prescnt　in　normal　Bruch’s　membrane，12’13　and　in　situ

hybridization　studies　indicate　that　the　RPE　is　a　malor　site　of
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TIMP－3　gene　expression．14’150ne　role　of　TIMP3　in　Bruch’s

membranc　may　be　as　a　potent　local　inhibitor　of　MMP　activity，

regulating　the　ratc　of　Bnlch’s　membrane　turnover，　as　well　as

血niting　choroidal　neovascularization．

　　　Sorsby’s　fundus　dystrophy　is　an　early・onset，　inheritcd

fbrm　of　macular　degeneration，　characterized　by　thickening

of　Bruch’s　me皿branc　and　submacular　neovascularization，

wh輌ch　are．also　features　of　AMD．　Mutations　in　the　gcne

coding　for　TIMP－3　have　bcen　fbund　in　families　with　Sorsbヅs

fundus　dystrophy．161mmunohistochemical　studies　of　a　do－

nor　eye　from　a　Sorsby’s　patient　showed　extcnsive　TIMP－3

accumulation　in　the　thickened　Bruch’s　membrane．17　These

observations　lcd　us　to　cvaluatc　TIMP－3　content　and　distribu－

tion　in　Bruch’s　membrane　of　AMD　donor　eyes，　which　are

known　to　accumulate　drusen　and　exhibit　abnormal　thickcn－

ing　of　this　layer．　Although　no　mutations　in　the　coding　region

or　the　regulatory　elements　of　thc　TIMP－3　gene　have　been

discovered　in　patients　with　AMD　to　date，18’1％xcess　TIMP－3

within　the　ECM　could　prcvent　normal　matrix　remodeling

and　could　be　causally　involved　in　the　increascd　thickcning

of　Bruch’s皿embrane　that　occurs　xin　AMD．

　　　Because　of　the　importance　of　Bruch’s　membrane　pe㎝e

ability　in　the　traf6cking　of　metaboHtes　between　choroid　and

RPE20　and　the　known　early　altcrations　in　this　lamina　in　AMD，21

it　is　important　to　understand　the　relationship　of　TIMP－3　in

normal　aging　and　AMD．　In　this　study　we．k）Ilow　the　age－related

changes　in　TIMP－3　distribution，　content，　and　inhibitory　activity

du血g　normal　aging　and　compare　these　levels　with　those

present㎞age－matched　AMD　donor　eyes．
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TAB巳1．　Normal　Donor　Eyes　Used　fbr　TIMP－3　Analysis

No． Age Sex
POstmortem
T㎞e＊（h） Cause　of　Death

Weight†
（m9）

Proteill

Concen－
tration

（1ng／m1）

TIMP－3
Content
（ng／cm2）

Re血籾e
Inhibitory

Activity§

NOR4
NOR2
NOR，3
NOR4
NOR、5
NOR6
NOR－7
NOR－8
NOR－9

NORヨO
NORll
NOR42
NOR43
NOR－14
NOR45
NOR46
NOR－17
NOR48
NOR49
NOR－20
NOR－21
NOR22
NOR，23
NOR－24
NOR、25
NOR－26
NOR27
NOR，28
NOR，29
NOR、30
NOR31
NOR－32

14
14
16

18

29
39
60
61
61

62
63
65
66
69
70
71
71

73
81
81
83
83
85
85
89
90
92
93
93
94
94
96

F
F
F
F
M
M
M
M
M
F
F
M
M
F
F
M
F
F
M
F
F
M
F
M
F
F
M
F
F
M
F
F

　4／6

　2／4

1．5／4．5

　2／2．5

　6／5

　2／10

　4／1

　2／NA
　4／1

　4／2

　4／4

4，5／4．5

　4／2

3．5／10

　4／5

　4／1

5、5／13

　3／8

2．5／4．5

6．5／14

　3／4．5

2．5／6．5

6．5／5

5．5／5

2．5／14

　5／6．5

　2／NA
　5／11

　7／6

　5／9

　6／1

　3／NA

Auto　accident
Asthma

Auto　accidcnt

Auto　accident
Adcnocarcinoma
Acute　cardiac　events

Acute　cardiac　events

Acute　myocardial　infarction

Rupture　of　aortic　aneurysm
Cardiomyopathy

Rupture　of　aoftic　ancurys皿

Acutc　cardiac　events

Acutc　cardiac　events
Adcnocarcinoma

Acutc　cardiac　events

Acutc　cardiac　evcnts

Acutc　cardiac　events

Acutc　cardiac　events

Acute　myocardial　in侮rction

Pncumon孟a
Pncumonia
Congcstive　heart　f逼lure

Gastroilltestinal　blccdmg
Sepsis

Pncu皿onia
Acutc　myocardiahnfarction
Acutc　myocardial　in甑rction

Acutc　myocardial　in血rction

Congcstivc　heart血ilurc

Squamous　celi　carcinoma
Rcspiratory　f盆ilurc

Sepsis

139
138
198
156

178
273
176
169
202
155

202
279
175
224
182
122
193
289
211
205
193
164
181
156
226
176

130
142
134
148
152
147

131
1．55

輻90
1．94

1．58

2．48

135
1．73

2．07

139
2．00

2．53

1．20

1．78

1．18

1．28

1．49

1．37

1．70

1．56

1．28

1．73

2．03

1．22

1．13

1．64

1．18

1．57

1．31

1．46

1．42

1．07

　　91．5

161．6

177．7

215．4

113．1

280、0

295．1

317．7

210．0

430．8

486．3

323．3

590．7

405．0

388．8

507．3

390．4

329．0

743．1

700．1

942．4

463．1

554．7

533．1

576．2

1060．8

263．9

1010．0

263．0

424．0

524．0

710．8

0．10

0．15

0．27

0．21

0．21

0．27

0．64

0．58

0．47

0．65

0．83

0．58

0．90

0．59

0．71

0．51

0．72

0、54

0．59

0．77

0．82

0．58

0．69

0．58

0．55

0．83

0．66

0．63

0．35

0．39

0．41

0．90

NA，　data　not　availablc，

＊Postmortem　time　represented　as　death－enuclcation／enuclcation－ffeczing　intervals．

†Weight　re允rs　to　the　isolated　10×1σmm　samplc　used　fbr　TIMP－3　analysis．

§Ratio（sample　pixel　dcnsity）／（standard　pixcl　density）．

M酊HODS
Donor　Tissues

Thirty－two　eycs　ffom　normal　human　donors（Table　1）and　15

eyes　from　AMD　donors（Table　2）wcre　used．　Normal　eyes

were　obtained　through　the　Cleveland　Eye　Bank，Ohio，　and

the　National　Discase　Rescarch　Interchange（Philadelphia，

PA）．　They　were　cnuclcated　between　1．5　and　7　hours　after

dcath　and　preserved　at　4°C　fbr　l　to　14　hours．　Immediately

after　arrival　at　our　laboratory　or　National　Discasc　Rescafch

Interchange，　they　wcrc　f奮ozen　in　liquid　nitrogcn　and　stored

at－80°C　until　samplc　prcparation．　AMD　donor　cycs　wcre

obtained　through　thc　Eye　Donor　Program　of　the　Foundation

Fighting　Blindncss（Hunt　Vallcy，　MD）．　They　were　enucleated

between　1．5　and　8　hours　after　death　and　retained　at　4°C　fbr

O．5to　l　1．5　hours　before　freezing　in　liquid　nitrogen　be衣）rc

storagc　at－80°C．

Tissue　Preparation

Each　tissuc　sample　consisted　of　a　10×12　mm　rectangle，　cut

丘om　the　posterior　pole　of　the　ffozen　globe，　temporal　to　the

optic　nerve　head．　Thc　cxact　area　to　bc　removcd　was丘rst

dc6ned　with　vemicr　calipers　using　the　optic　nerve，　the　long

postcrior　cUiary　artcry　and　the　insertion　of　thc　inferior　oblique

皿uscle　as　extemal　markcrs　to　localizc　the　position　of　the　fbvea

mternally．　An　incision　through　thc　sclera　into　the　vitrcous　was

made　on　cach　side　of　the　rectangle　to　free　thc　sample．　A

2－mm－wide　strip　of　thc　retina－RPE－choroid－sclera　complex，

ccntcred　on　the　fbvca，　was　separated　fbr　immunohistochemis－

try・

　　　　For　biochcmical　samples，　the　fetina，　any　adhering　vitre’

ous，　and　sclcra　were　removcd　ffom　the　remaining　l　O×10・mm

aerial　expanse　of　tissue　and　the　RPE－Bruch’s　membranc－cho－

roid　complex　was　retained　fbr　extraction．　Each　sample　was

weighcd　and　then　homogcnized　in　350μl　of　extraction　bulfer，

consisting　of　500皿］M　T亘s－HC1（pHス6），200　mM　NaCi，1％

Triton　X－100，　and　protease　inhibitors（400μg／ml　EDTA，0．5

μg／ml　leupeptin，0．7μg／ml　pepstatin，　and　l　OOμg／ml　phcnyl－

mcthylsu廿bnyl　fluoride）．　Aftcr　incubation　K）r　l　5　minutes　on

ice　R）llowcd　by　centr血gation　at　13，000　rpm　fbr　30　minutes　at

4°C，the　supematant　was　collected　and　storcd　at－70°C．　Pro－

tein　concentration　of　cach　sample　was　measured　using　bicin一
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TABLE　2．　AMD　Donor　Eyes　Uscd　fbr　TIMP－3　Analysis

No．（FFB
accession

　　no．）　　Age　Sex
Postmortem　　　　　　　　　We㎏ht†
T㎞e＊（h）　Cause　of　Death　　（m9）

Protei血

Concen一
仕ation
（mg／m1）

TIMP－3　　　Rela6ve

Contellt　Inhibitory　Hard　　　Soft
（ng／cm2）　Act耐t丙　Drusen　Dオusen

CNV　Atrophy
（mm）　（mm）

AMD－1
　　（359）

AMD－2
　　（511）

AMD－3
　　（503）

AMD－4
　　（321）

AMD－5
　　（429）

AMD6
　　（44（り

AMD一フ
　　（444）

AMD－8
　　（334）

AMD－9
　　（344）

AMD－10
　　（532）

AMD－11
　　（447）

AMD－12
　　（433）

AMD－13
　　（450）

AMD一玉4
　　（353）

AMD－15
　　（EB）

74

76

7フ

78

78

84

84

86

88

91

92

93

94

95

98

F

F

F

F

M

F

F

F

F

F

M

M

F

F

F

2，5／2

8／2

4／1

1．5／1．5

ll‡

7．5／3，5

6／15

6／NA

3／1

5／4

3／11．5

7，5／NA

7／3

3／0．5

4／1

Ruptured　aortic

　　aneurysm
Acute　myocardial
　　infarction

Acute　myocardiaI
　　infarction

Lung　carcinoma

Acute　myocardial
　　in正arction

Liver血nure

Pneumonia

Cancer

Respiratory

　　血ilure

Acute　respiratory

　　arreSt

Ischemic

　　cardiomyopathy
Sepsis

Acute　myocardial
　　infarction

Acute　myocardial
　　infarction

CongCStive　hca戊

　　倒ure

12フ

265

197

192

165

187

198

182

214

176

224

208

169

102

198

1．16

1．56

1．73

1．45

1．34

1．75

158

1．38

2．53

1．60

1．61

1．39

L38

1．30

L78

755．5

960．1

378．6

348．4

739，4

120フ，9

1015．1

1060．8

488．4

877，8

1062．5

628．4

1498．6

928．9

1202，5

1．13

1．37

0．94

0．61

1．11

1．22

0．95

0．94

0．99

0．95

1．42

0．88

L69

1．00

1．12

十

十

十

十十

十十

十

十

十

十

十十

十十

十

十十

十

十

十

十

十十

十十

十

十

十

十十

十

十十

十十

十十

0

0

5．5

0

0

2

4．5

6

6．5

5

0

0

2

0

3

2

4

6

0．5

5．5

2．5

フ，5

6

8．5

6

6．5

0

2．5

0

3．5

CNV，　choroidal　ncovascularization；NA，　data　not　available；EB，　donation　obtaincd　dirccdy　from　a　local　eyebank．

＊Postmortcm　time　represcnted　as　dcath－enucleation／cnucleation－fεeczing　intervals，

†Wcight　re飴rs　to　the　isolatcd　l　O×10－mm　samplc　used丘）r　TIMP－3　analysis．

‡Total　interva1宜om　deatll　to　fi℃e五ng．

§Ratio（sample　ptxel　density）／（standard　ptxel　density）．

choninic　acid（BCA；Pierce，　Rockford，　IL）and　bovine　serum

albumin（BSA）as　a　re丘rence　standard．

　　　　TIMP3　contcnt　was　cvaluatcd　as　the　amount　pcr　a㏄a

（10×10mm2）．　Wet　tissue　weight　and　protein　content　of　cach

sample　are　presented　in　Tables　l　and　2．

zolc，　which　produces　a　magenta　reaction　product．　Sections

were　countcrstained　with　hematoxyiin．　Control　scctions　were

prepared　in　an　idcntical　manncr　with　thc　exception　that　non一

血mune　mouse　IgG　was　used　as　thc　pr㎞ary　antibody．

、

Immunohおtochemistry
The　2×10㎜tissue　stΦincluding　the品vea　was　embcdded

in　optimum　cuttjng　tempemture（OCT）compound（T輌ssue－
Tek，　Sakura　Finetek，　Torrance，　CA）and丘ozen　in　iiquid　nitr（ト

gen　fbr　immunocytochemistry　in　thc　absence　of　6xation．　Indi－

rect　immunohistochcmistry　was　perfbrmed　on　8一μm－thick

cryosections．　After　qucnching　endogenous　peroxidase　activity

with　O．3％hydrogen　peroxide　and　blocking　nonspeci負c　anti－

body　binding　with　5％BSA　in　PBS　containing　O．3％Triton

X－100，the　sections　wcre　incubated　ovemight　at　4°C　with　a

mouse　monoclonal　anti－human　TIMP－3　antibody（either　Clone

136－13H4，　provided　by　Suneel　Apte　or　13617B12，　provided　by

Kazushi　Iwata，［Fuji　Chemical　Industries，　Toyama，　JapanD．　The

primary　antibody　was　used　at　1：1000　dilution．　Biotinylated

horse　ahti－mouse　IgG（1：200　dilution；Vector，　Burlingame，　CA）

was　used　as　a　secondary　antibody　IbUowed　by　thc　avidin－

biotin　complex　method（Elite腿C，　Vccto∋．1㎜unoreactivi巧

was　resolvcd　with　horseradish　peroxidase－aminoethylcarba一

Microscopic　Evaluation

Because　no　detailed　cHnical　history　was　available　on　any　of　the

donor　eyes　class面ed　as　AMD，　it　was　necessary　to　cvaluate　the

status　of　the　disease　in　the　AMD　donor　tissues　based　on　the　his－

topathology　of　the　tissuc　samples．　For　classl血cation　of　the　AMD

diseasc　status，　we　assessed　the　fbllowing　criteria，　also　uscd　m

the　recently　pubHshed　ARMD　Grading　System22：hard　druscn

status：（一）no　hard　drusen，（十）　1　to　3　hard　drusen　in　the

10・mm　section，（十十）40r　more　hard　dmsen　in　the　10一㎜

section；soft　drusen　status：（一）no　soft　drusen，（十）patchy　soft

drusen　prescnt　but　not　cont㎞uous，（十十）　continuous　soft

dmsen　extcndmg　more　than　O．5㎜；the　presence　and　length

of　choroidal　neovascular　mcmbranes；and　RPE　atrophy　mea－

sured　in　the血n　10一㎜1ength　of　thc　scction．　We　could　not

evaluate　basal　laminar　or　Hnear　dcposits，　becausc　these　fea－

tures　ca皿ot　be（狙st㎞guished　within　drusen　with　Iight　micros

copy　on　un6xcd　tissue　samplcs．　The　listcd　features　are　pre－

sented　fbr　each　AMD　donor　eye　in　Table　2．
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Westem　Blot　Analysis

I㎜ediate取be飴re　electrophoresis，3．5μl　of　sample　b㎜er

（4×NuPage　samplc　bu任cr，　Novex，　San　Diego，　CA）containing

dithiothreitol（6nal　concentration，50　mM）was　added　to　6．5μ1

0f　the　protein　extract．　The　4×sample　buffer（pH　8．5）con－

sisted　of　1．17　M　sucrose，563　mM　Tris　base，423　mM　TrisHCI，

278mM　sodium　dodecyl　sulfate（SDS），2．05　mM　EDTA，0．88

mM　Coomassie　Blue　R250　and　O．70　mM　phcnol　red．　After

heating　R）r　10　minutes　at　70°C，10一μ1　volumes　of　each　sample

were　loaded　into　gel　slots　fbr　elcctrophoresis　on　10％gels

（Bis－Tris；Novex）with　2－（八工morphoHno）ethanc　sulfonic　acid

SDS　running　buf飴r（NuPage　MES－SDS；Novcx）．　Recombinant

human　TIMP－3　protein（10　ng）was　includcd　in　a　separate　Iane

as　a　positivc　controL　Protcins　were　transfヒrred丘om　the　gel　to

polyvinylidenc　d血uoride　mcmbranes　usklg　blotting　apparatus

σ（Cen　II；Novcx）．　Aftcr　transf巴，　mcmbrancs　were　incubatcd

with　blocking　solution（2％BSA　in　Triめu価cred　saline）fbr　l

hour．　Thc　monoclonal　anti－human　TIMP－3　antibody（Clonc

13617B12）conlugatcd　to　horscradish　pcroxidasc　was　applicd

at　1：1000　dUution　and　incubated　ovcmight　at　4°C．　A丘er　rins－

ing，　i㎜皿oreactiviW　was由splaycd　with　the　chemilumincs－

cent　method（ECL，　Amersham，　Arlington　Heights，　IL）and　cap・

tured　on　radiographic丘lm　during　a　10・to　15・second　exposure．

The　immunoreactivity　signal　was　digitized　on　a　Scanwizard

（Microtek，　Redondo　Beach，　CA）flatbed　scanner．　The　intensity

of㎞munoreactivity　was　quantitated　ffom　the　digitized　imagcs

using　co㎜ercial　so㎞are（Digital　Scicncc　ID；East皿㎜
Kodak，　Rochester，　NY）on　a　personal　computer（Powcr　Macin－

tosh，　Apple　Computcr，　Cupertino，　CA）．　The　dcnsitomctric　in－

tensity　was　convcrtcd　to　amount　of　protcin（nanograms　pcr

sample）by　compa亘ng　thc　intensity　of　immunoreactivity　with

that　of　varying　amounts　of　rccombinant　TIMP3　standard．

Protei血1solation　and　N－Ten皿㎞凪Seqρence

Analysお

In　addition　to　recognizing　thc　TIMP－3　bands　at　24　and　27　kDa，

thc　monoclonal　antibody　also　interactcd　with　two　additional

bands　at　37　and　40　kDa．　To　detcrmine　whether　these　were

aggregates　of　TIMP－30r　unrclatcd　proteins，　we　excised　the

higher　molecular　wcight　bands　from　polyvinylidene　dmuoride

membrane　a危er　electrotransfer　fセom　a　separate　gel　and　ana－

lyzed　the　bands　by　Edman　microsequencing　ushlg　a（Procisc

492；PE　Biosystems，　Foster　City，　CA）protcin　sequenccr　in　thc

Molecular　Biology　Core　Laboratory，　Case　Wcstern　Rescrvc　Uni－

versity（Clcvcland，　OH）．

Reverse　Zymography
TIMP－3　functional　activity　in　each　sample　was　established　with

rcvcrsc　zymography　using　proteasc－substrate　gel　electrophore－

sis，　as　descdbed　previous取．111n　bHcf，　the　extracted　protein

加mthc　RPE－choroid　complex　was　diluted　to　75　times　and

activatcd　by　adding　calcium　chloridc　at　a丘nal　concentration　of

10mM．　Aftcr　mtxing　with　4×loading　buffer（40　mM　Tris，8％

SDS，40％glycerol，　and　O．Ol％bromphcnol　blue），20μl　of　the

sample（without　heating　or　reducing　agents）was　separated　by

clcctrophoresis　in　a　matrtx　consisting　of　Oユ％SDS，12％polr

acrylamide　gel　containing　MMP・2，　MMP－9，　and　O．1％gelatin

（ffom　a　reverse　zymography　kit　which　also　includes　TIMP－3

standards　provided　by　Dylan　R．　Edwards，　The　University　of

Calgary，　Alberta，　Canada）．　To　remove　SDS，　the　gcl　was　rinsed

ovcrnight　in　the　fbllowing　bu価cr（50　mM　Tris［pH　7．51，5mM

10巧September　1999，　Vol．40，　No．10

CaC12，　and　25　mg／ml　Triton　X400）．　The　gel　was　then　placed　ill

an　incubation　bu任cr（50　mM　Tris［pH　7．5】and　5　mM　CaCl2）to

aUow　MMPs　to　degrade　gelatin　fbr　24　hours　at　37°C．　Coomassie

blue　stains　only　the　protein（gelatin）in　the　region　where　MMP

activity　has　been血hibited．　Intensity　of　the　Coomassie　blue－

stained　gelatin　was　quantitated　as　described　earlier．　The　values

obtained　were　compared　with　the　intensity　of　Coomassie　bluc

staining　of　the　gelatin　in　lanes　with㎞own　concentrations　of

TIMP－3　standards．

Statistical　Analysis

Westem　blot　analysis　and　reverse　zymography　were　repeatcd

three　times　on　each　sample．　The　results　are　expresscd　as　the

mean±1SD．
　　　　Diversity　of　tissue　weight　and　protein　conccntration　of

samples　were　analyzed　with　unpaired　Student’sチtest．　Correla－

tions　between　TIMP－3　content　and　age　or　inhibitory　activity

were　dete㎝ined　with　Pearson’s　corrclation　coe伍cicnt．　Di鑑

ences　in　TIMP－3　content　and　inhibitory　activity　bctween　AMD

and　age－matchcd　normaユtissuc　wcrc　analyzed　with　the　Ma皿一

剛tncy　tcst．

RESULTS

、

㎜P－3Dist㎡budon　and　Content　in　No㎝al　Eyes

Table　l　presents　a　summary　of　an　the　data　and　vit泊info㎜ation

臼om　each　no㎜創eye　used　in　this　a副ysis．

　　　　Distdbution．　TIMP－3㎞munorcactivity　was　prcsent　in

Bmch’s　memb㎝c　in　each　no㎜al　donor　tissue　used　and　was

dist品utcd　across　thc　fun　thic㎞ess　of　this　membrane．　Al－

though　immunorcactivity　was　uni飴㎜in　each　donor　sample，

in　gcncral，　eyes丘om　younger　donors　showed　less　intense

immunostaining　than　eyes　from　older　donors．　In　addition　to

TIMP・3　i㎜unolocalization血Bmch’s　memb㎜c，　samples
丘om　80－and　90乎⑳ld　donors　co㎜only　cxhibited　intcnse

staining　in　thc　cap蛎bcd　mat血．皿MP・3　i㎜unoreactivi巧

was　not　evident　in　thc　neurosensory　retina，　the　choroid，　or　the

sclera．　In　thc　control　tissues　where　non㎞mune　mouse　IgG

was　substituted　fbr　the　monoclonal　IgG，　Bruch’s皿embrane

showed　no　i㎜unoreactM呼脚nplcs　omMP－3　i㎜皿olo－
calization　f㌃om　donors　at　a　variety　of　reprcsentativc　ages　are

presented　in　Figure　1．

　　　　Content．　Wcstcm　blot　analysis　with　the　TIMP・3　antibody

revealcd　a　malor　24－kDa　band　and　a　minor　27・kDa　band　in　cach

of　the　RPE－choroid　tissues　samples（Fig．2）．　The　27－kDa　band

was　identic訓in　location　to　the　recombinant　Wcosylated　b㎜

of　TIMP－3，　used　as　a　positive　contro1．　The　24－kDa　band　is

rcportcd　to　correspond　to　the　unglycosylatcd　fb㎜of　TIMP－3．5

　　　　Two　additional　minor　bands　at　37　and　40　kDa　werc　also

dctccted　by　the　antibody．　Thcse　bands　werc　separatcly　isolated

廿om　elcctroblotted　polyvinylidene（Ufluoridc　mcmbrane　and

analyzed　by　microsequencj血g，　Thc　37－kDa　band　yiclded　an

N－tc㎜inal　sequence　of　GKVKvGVNGFSRIIQLVTRAA，　which
corresponds　100％to　the　N　terminus　of　human　glyceraldehyde－

3－phosphate　dehydrogenase（GAPDH，　accession　no．　XO　1677）．

Authentic　GAPDH（Bochringer　Mannheim，　Indianapolis，　IN）

was　used　in　westcrn　blot　analyses　to　evaluate　cros鍵eactivity

with　the　anti－TIMP－3　antibody．　Cros㌻rcactivity　was　evident

whcn　at　lcast　125　ng　GAPDH　was　loaded，　but　was　not　dctccted

when　lowcr　loading　levels　were　appHed（data　not　shown）．

　　　　The　40－kDa　immunoreactivc　band　yielded　the　N－terminal
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日GuRE　1．　TIMP－3　immunolocaliza－

tioll　in　the　normal　and　AMD　donor

cycs　at　the　indicated　ages，　TIMP－3

immunoreactivity　in　Bruch’s　mem－

branc　is　uniform　in　each　n（）rmal　sam－

plc．　Thc　youngcr　donor　eycs，　espe－

cially　those　f士om　thc　second　or　third

decadc，　showed　less　intense　imlnu－

nostaining　than　thc　older　donor　eyes．

In　thc　samplcs丘om　80－and　90－ycar－

old　normal　donors　eycs，　intcnsc

staining　was　also　commonly　ob－

served　extending　mto　thc　capillary

bcd　matrix．　In　AMD　cyes，　note　thc

areas　with　continuous　soft　drusen，

which　show　intcllse　immunorcactiv－

ity　with　thc　TIMPづantibody．　Origi－

nal　magni6cation，×500；bar，20μm

NOR－2
14yo

NOR－10
62yo

NOR－17
　71yo

NOR－24
85yo

NOR－27
92yo

Normal　eyes

AMD－1
74yo

AMD－4
78yo

AMD－6
84yo

AMD－7
84yo

AMD－11
　92yo

AMD　eyes

scquence　of　L組PALAQEQpQGQ，　which　shows　lcss　than　40％

homology　to　any　known　protcin．　Although　thc　idcntity　of　this

40－kDa　protcin　was　not　established，　thc　sequencc　obtahlcd　did

not　idcntify　this　protein　as　an　aggrcgatc　of　TIMP－3．

A．Normal　eyes
　　　　1　　2　　3　　4　　5　　6　　7　　8　　9　　10　　11　　12　　13　14　15　　16　17　18
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　　　　Tllc　immullorcactivity　present　in　thc　24－and　27－kDa　wcst－

cm　blot　bands　was　variablc　among　diffcrent　samplcs．　Notably，

the　relativc　amolmts　of　immunorcactivity　were　fbund　to　bc　age

depcndcnt，　with　Iess　intensc　signals　prcscm　in　samplcs　f士om

yo皿g　donors　than丘om　oldcr　donors．　Dcnsitonletric　mcasllre－

ments　of　spcci且c　TIMP－3　immunoreactivity　in　the　24－and

27－kDa　bands　suggcst　that　tllc　TIMP－3　content　ranged　f士om　a

low　of　92　ng／cm2　ill　a　sample　from　a　14year－old　donor　of

normal　eyes　to　1061　ng／cm2　m　a　samplc　from　a　90－year－old

donor　of　normal　cyes（Tablc　1）．　A　direct　rclationship　bctwccn

TIMPづcontcnt　and　agc（Fig，3）appears　to　bc　signi丘cant　in　all

thc　normal　tissue　analyzcd（corrclation　cocfncicnt，夕＝　0．66；

η＝32），

　　　　To　cvalllate　the　infhlcncc　of　postmortem　intcrvals　on

protein　degradation，　wc　pcr五）rmcd　semiquantitativc　wcstcrn

B．AMD　eyes

98一

52一

60s 80s 90s　rTIMP・3
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FIGuRE　2．　Wcstcrn　blot　of　tllc　saml）lcs　froln　norma1（A）and　AMD（B）

donors，　The　27－kDa　band　inψηe∫1through　17is　idclltical　in　location

with　the　recombinant　glycosylatcd　form　of　TIMP－3　used　as　a　stand‘1rd

il1∫∠’〃e　18，　Thc　24－kl）a　band，　which　shows　the　most　intense　signal、

particu111rly　ffom　thc　older　dollor　cycs，　corrcsponds　to　the　llnglycosy－

latcd　form　of　TIMPづ．　The　intensity　of　the　bands　appears　to　incrcase

with　agc　in　thc　samplcs倉om　normal　donors，　All　tlTe　samples廿om　AMD

dOnor　cyes　show　mtenSe　immunOrCaCtivity・
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FIGuRE　3．　Thc　rclationship　bctwcen　TIMP－3　contcnt　and：lge　of　nor－

nlal　donor　eycs．　Densitomctric　mcasllremcnts（）f　thc　s1）ccihc　TIMPづ

immunorcactivity　in　the　24　and　2プーkDa　bands、　whcn　convertcd　to

protcm乱mounts，　sllow　an　age－dcpclldcnt　illcrease　in　conccmration

witll　a　signinαmt　c（）「「dation　cocH］cient（”＝0．66）．
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FIGuRE　4．　F｜’ozcn　scction　of　an　AMD　eyc（AMI）一．目）showing　rcprcse11加ive　I℃atures　illcludillg　comimlous

soft　drusc11　（∠r∫’e，“ゴ∫々∫），　an　：trca　、vith　RPE　atroplly　（ψρ〃　‘〃ソ・θz‘，∫）、　aIld　ch〔〕roidal　ncov：1scularizatioll

〈〃チ◆wz‘’∫）．　A　rcgion　of　transition　is　sccn　with　apparclltly　norm：d　RPE　oll　rhe　1砂r　sidc　of　thc　ilmge　that

c（，ntlnucs　into　an　area　with　RPE　atrophy　on〔hc　rゴψr　side　of　thc　hgしlrc．　Thrcc　arcas　fronl　thc　lower

magnlfic飢ion　image　zlωlc　top　are　shown　at　highcr　maglli6cation　lll　tllc　lowcr　thrce　P：mcls．　Thc　area　with

continuous　accumulatjon　of　s（，ft〔1ruscn　with　all　intact　RPE　shows　imcnse　TIMP－31mmlmor巳lctivitv（A）．

In　rcgjolls　of　transition　bctwecn　arcas　of　RPE　atrophy　and　a　llormal　RPE，　T［MP3　immmorc：1ctivity

dccrcascs　but　is　still　prcsellt　ill　so此drusen　alld　bclow　the　ccmral　elast“I　Mver　of　Bruchls　membrallc

（θ〃θzρ舵∠κな；B）．1’IMPづinmnmorcactivity　is　llot　prcscm　in　thc　arca　of　clloroid：d　nc《）vascu北u’izati（m　witll

RPE　atrophy　bu〔is　prcscm　surr〈）undlllg　thc　hyperplastic　RPE（（ψρ〃‘〃“π川’力ρα6∫I　C）．　Orighlal　magnifica－

tio11．×125（τρρ）1×500（力θ〃θ”’）；bars．20μm．

blot　allalysis　aftcr　illcllbating　tlssllc　buttons．punclled　out　f士o豆n

ollc　cye　for　vario1［s　intclwals　at　r（x）m　tcmperamrc．’rhe　reslllts

sllo“℃d　llo　aPParellt　ch：mge　for　l　2　hours　bし1t　a　dccreasc　after

24hoursωata　llot　showl1）．　Tllis　indica亡cs　thaピrlMP一うαm　bc　a

considerably　st三lblc　lnoleculc　with　six　pairs　of　dislllhdc　bollds．

ThcrcK）re，　it　is　rcasonable　to　usc　saml）lcs　with　various　post－

n］ortcm　illtcnals　as　Io119　as　the　salllples　arc　storcd　lcss　tllan　I　2

hours　at　room　tempcraturc．　Thc　dollor　eycs　used　iluhis　study

werc　enuclcated　withill　8　hollrs三mt｛kept　at　4℃umil仕ozen、

wllich　was　withi1口2to　141K川1’s　after　cnucleatk）11．

TIMP－3　Distributioll　and　Contellt　in　AMD町es

Tablc　2　prcsents　thc　summary　of　all　thc　data‘mcl　vital　in数）rma－

tion　from　each　AMD　cye　llsetいn　tllis　allalysis．

　　　　Distrib頃ion．　Rcprescm；⑪’e　cxamplcs　of　scvcral　fc：1－

tures　cllaracteristic　of　AルID　cycs　are　sho“＞n　ill　Figllre　4．　Each

AMD　cyc　llscd　colltained　so良druscl1，　withフofdlc　l　5　samples

havillg　a　cominllous　cxpallsc　of　soft　druscll　lbr　tllc　full　l　O－nllll

lcngth　of　thc　sample　scction　examilled．　Whcnevcr　so丘dnlscll

Were　ObSCrVCCI，　Whether　iSOIate〔10r　COntimK川S，　CaCh　WaS

in〔c11scly　illmlul】〈）reactive　with　tlle　TIMP－5　zmtibo〔1y（Figs．1，

4A）・Hartl　drusCn、　whcll　presem、　wcre　also　strongly　immul1（）－

rcactive．　Most　of　thc　Aム．ID　dollor　tissues（130f　l　5）corltained

areas　of　RPE　atroplコy，　which　involved　ffom　O5　to　85　mm　of　thc

lO－mln　scctioll　lenglh　cxamillcd．111　Bmch’s　membl・ane　below

the　cxp：mscs　of　RPE三ltrophy，　TIMPづimmunoreactivity　was

eithcr　llot　evidellt　or　barely　dctcctable　（Fig．4（：）．　Choroid：d

Ileovascularization“・as　prcselu　i118t）f　thc　l5AAID　dし）nor　e、アcs．

RPE　atrophy、　whcre　littlc　or　no　TI＞・IP－3　immllllorcactivitv　was

prCSCnt，　aS　deSCribCd　Carlier、　WaS　alWayS　l10tCd　bCIOW〔he　areaS

of　choroidal　ncovascularization（Fig．4）．111　arcas　where　thc　RPE

had　proliferated　ar（）ulld　a　clloroidzll　neovascular　mclllbr三u〕c　or

atibr（．｝blastic　sclr．　TINIP－5　Ullmtm（）rcactivitv　was（）bscrved　sllr一

rolmdillg　the　hyperplastic　RPE（Fig．4C），　The　illlmulloreactivity

is　subtlc．　howcvcr、：md　shows　irreglllar〈listributioll，　possibly

bccause　of　a　loss　of　fし111ction　；Lnd　Polarity　of　thc　proliferated

RPE．　In　regiolls　of　transition　bctwccll　arcas　of　RPE　atrophy　and

ant）rmal　RPE，　TIMPづinln】ullorcactivitv　dccrcases　but　is　still

prescm　in　soft　druscn　lmd　bclow　the　central　cl：lstill　layer　of

Bruclゴs▲ncnlbr三111c（Fig，4B）．

　　　　Content．111　gencral、　AMD　salnp［cs　showcd　morc　intcllsc

immulloreactivity　in　wcstcm　blot　analysis　whcll　c（）mpared

with　agc－matchetl　normal　eycs．　Avcmgc　dcllsitomctric　analysis

suggcsts　that　TIMP－3　contem　in　AMD　eycs　was　877±32S
ng／cnコ2（η　＝　1　S）三uld　577　±　241　11g／cnl2　in　thc　agc－1natched

normal　cyes（’7＝18）．　Thc　mcilsurenlcnts　dcmollstratillg　this

apparent　dif飴rencc　m　TIMP－3　colltcllt　in　tlle　macular　rcgio1】

bctween　AMI）：md　norm三11　cycs　wcrc　statistically　sigllificallt

（P＝0．009；Fig．5）．

TIMP－3　Function　in　Normal　and　AMD町es

The　illhibito1ヲ‘lctivity　of　TIMPづwas　cvaluatcd　with　rcvcrse

zylllography．　In　c：lch　san1Plc　aIlaI｝・zcd，　a　dcIlscly　stainiIlg　gcla－

till　balld　rcmaincd　ill　thc　zymograms　at　24　kl）a三md　a　minor

stained　b：md　rcmah1ωat　2ワkDa、　idclltical　with　thc　rcs111ts　of

rccombin：mt　TIMP－3（Fig．6）．　hlhibitory　activity　was　Ilot

prcscllt　ill　arcas（）f　tllc　zylnogranls　above　27　kDa．　Sonコc　san｝

plcs　also　sho“℃d　gelatill　rclnainhlg　at　21　alld　22　kl）三し　Thc

21－kDa　band　w三ls　idcntical　with　thc　balld　of　rcc（mlbill：mt

T［MP－2．　No　inllibitorv：lcti、・itv　was　obscrvcd　hHhc　Iocation
∂　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

correspolldillg　to　TIMP－1（：lt　285　kDa）．　Thc　idemitv　of　thc

illhibitor　prcscllt　at　thc　22－kl）a　locatioll　h三1s　not　bccn　estab－

lishedl　this　colll（1　rcl）rcscm　a　parti；Llly　degradωform　of　TIMP－5

0r　all　as　yct　undcsc1’ibcd　mcmbcr　of　thc　TIMP　fami［y，　Thc

intcnsity　of　staillillg　of　thc　rclllaillin9　9elathl　in　thc　24－and

27－kl）a　locatkms　v三Lricd　witll　samplcs　h↑01n　O．IO　to　l，69　arbi一
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FIGuRE　5．　TIMP－3　comellt　as　a．fUllction　of乱gc　in　AMD　sanlples　and

agc－matchcd　nornlal　samplcs（τo．ρゆ）after‘1dlustmcnt　in　AMD（2．0ρ

惚助and　comparison　bctwccn　these　groups．　The　diffcrence　in　TIMP－3

contcnt　in　thc　macula　bctwecn　A．MD（877±325　ng／cm2）and　normal

cyes（577±241　ng／cm2）was　statistically　sigllificant．　The　adjustment

suggcsts　that　the　TIMP－31evcl　below　arcas　whcrc　thc　RPE　rcmains

（1106±420ng／cm2）is　approximately　two　tilncs　highcr　in　AMD　cyes

tllan　in　age－matchcd　n（）㎜al　cycs．○，110rnlal　samples；▲，　AMD　samples；

◆，adiusted　AMD　samples．

trary　dcnsitometric　units．　TIMP－3　fしlnction　showcd　a　sign血cant

corrclation　witll　agc　in　the　normal　cycs（γ＝0．67；η＝32）and

was　highly　corrclated　with　TIMP－3　contcnt　in　all　macular　sam－

plcs（γ＝0．82，η＝47；Fig．7）．　Notably，　TIMP－3　inhibitory

activity　detccted　by　reversc　zymography　was　clevatcd　approx－

inlately　two回d　in　thc　AMD　cycs　comparcd　with　tlle　age－

matchcd　normal　eyes（P＜0．001；Fig．8），

DISCUSSION

Thc　amount　of　fしmctional　TIMP－3　prcscllt　in　Bruch’smcmbrane

below　the　macula　of　thc　normal　human　rctina　appears　to　bc

agc　dcpcndcnt．　Sections　from　thc五）vca　of　thc　donors　f士om　the

sccond　and　third　decadc　of　Ii飴．werc　weakly　immunorcactive

with　anti－TIMP－3　ant銀）ody．　This　correlatcd　wcll　w．ith　lowcr

amounts　of　imm皿oreactivity　observed　in　westcrn　blot　analy－

sis．　Additionally，　TIMP－3　distribution　changcd　in　the　gth　and

lOth　decade　samplcs，　with　extension　of　imm皿oreactivity

from　Brucll’s　membranc　into　the　matrix　sllrrounding　the　cho－

riocapillaris．　Qllantitative　analysis　showcd　that　TIMP－3　contcnt

and　function　in　the　macula　incrcascd　with‘1gc　with　a　sign面一

cant　correlation　coef6cicnt（7β＝　0．66　and　O．67，　respcctivcly）．

Protcins　that　incrcase　or　decrcase　with　age　can　bc　rc飴rred　to

as　scnesccncc－relatcd　protcins　and　are　candidatc　molcα11es五）r

agc－rclatcd　diseascs．2ヨ24　Accordingly，　wc　pfoposc　that　TIMP－3

is　a　senescencc－rclatcd　protcin．

　　　　Immunostaining　of　TIMP－3　was　conspicllous　in　extensive

accumulation　of　druscn，　which　is　characteristic　of　AMD　cves，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　プ

Quantitativc　analysis　showed　that　TIMP－31evels　wcrc　sign面一

cantly　elcvatcd　in　the　Inacula　of　AMD　cycs　comparcd　with

normal　eycs．　AMD　eyes，　howcvcr，　showcd　a　nonuni負）rm　dis－

triblltion，　with　virtuaUy　no　TIMP－3　immunorcactivity　below　thc

area　of　RPE　atrophy　and　abundant　immunorcactivity　ill　the　arca

outsidc　the　atrophic　arcas　where　the　RPE　was　prescnt，　which

is　collsistcnt　with　thc　observation　ill　Sorsby’sfundlls　dystrophy

and　retinitis　pigmentosa．17This　indicatcs　thaピrIMP－3　distribu－

tion　in　AMD　cycs　with　RPE　atrophy　is　nonuni五）rm．　To　dctcr－

minc　the　TIMP－3　content　l）elow　arcas　whcrc　the　RPE　rclnains，

we　assumed　that　the　arca　of　RI）E　atrophy　was　circular　and　that

遥
春

Normal AMD

FIGuRE　6．　　Reverse　zynlography　（）f

llorlnal三md　AMD　samples．　Gclathl

bands　staincd　with　Coolnassic　blue

are　seen　at　24　and　27　kDa，　whose

locations　arc　identical　witll　thosc　of

the　rccombinant　TIMP－3．　Some　sam－

plcs　als《）show　gelatin　rcmaining　at

21and　22　kDa．　Thc　21－kDa　band　cor－

responds　in　position　to　the　expected

location　of　TIMP－2．　The　i（lentity　of

thc　inhibitor　prcscnt　at　thc　22－kDa

Iocation　llas　not　been　cstablished．　No

inhibitory　activity　was　observed

which　corresponded　to　thc　location
　　　　　　　　　ロ

of　TIMP－1（at　28，5　kDa）．　Youngcr

cyes　show　Iess　inhibitory　activity．

Tlle　intcllsity　of　staining　at　24　and　27

kDa　was　qualltitatcd．
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the　diametcr　was　reprcsented　by　thc　length　of　atrophy　mea－

sured　in　the　tissue　section．　Wc　then　calculated　the　area　of　RPE

atrophy　and　subtracted　that　arca加m　10×10　mm2．　With　this

adlustcd　deno皿inator，　it　was　apparent　that　the　TIMP・3　content

below　areas　where　RPE　is　prescnt　is　approximately　two　times

higher　in　AMD　eyes　than　in　agematchcd　normal　eyes（Fig．5）．

　　　　Thc　monoclonal　antibody　used　in　this　study　rccognized

rccombinant　TIMP－3　in　westem　blot　an姻sis　exhibiting　char－

acteristic　27－and　24kDa　band5．　Although　two　higher　molecu－

lar　weight　bands（appro）dmately　37　and　40　kDa）appeared　m

the　blots　of　most　tissue　samples，　Nterminal　am血o　acid　se－

quencc　analysis　rcvealed　that　these　proteins　were　unrelated　to

TIMP－3．　Rcversc　zymography　aおo　showed　that　these　higher

molecular　weight　components　havc　no　inhibitory　activity．　The

37－kDa　nonspec通c　band　was　fbund　to　be　GAPDH，　a　ubiquitous

intraccllular　enzymc，　and　the　pur近ed　protein　showed　cross・

reactivity　with　the　TIMP－3　antibody　but　with　low　af五nity．　In

i㎜uno祖stochemis的，　howewr，　no　intraceUular　staimng　was

observed、　The　presence　of　cross’reactivity　in　the　western　blot

㎜alysis　and　the　abscnce　of血tracellular　staining　in　i㎜uno－

histochcmistly　probably　rcsultcd丘om　d瓶rcnces血protein

content．　Coomassic　staining　of　the　transfピrred　membrane

showcd　a　large　amount　of　37－kDa　protein　in　the　samples．　The

total　amount　of　the　protcin　in　the　tissue　extract　was　large，　but

the　concentration　m　each　cc皿in　the　tissue　sections　was　not

sufnciem　to　show　nonspeci丘c　immunoreactivity．

　　　　Although　neither　stmctural　mutations　nor　mutati皿s　in

regulatory　regions　of　the　TIMP－3　gene　are　thought　to　be　a　cause

of　AMD，18’19　it　is　possible　that　a　mutation　in　a　gene　regulating

TIMP－3　translation　causes　TIMP3　elevation　or　that　TIMP－3

changc　occurs　downstream　of　other　disorders－fbr　example，

ch㎜ges　in　the　ECM－b輌g　pa血er．　Our　i㎜皿ohistochemi・

cal　results　show　that　soft　drusen　were　markedly　staincd　with

anti－TIMP・3　antibody　in　AMD　eyes．　This　may　imp旬that　an

elevated　TIMP－31evel　in　the　macula　of　AMD　resulted　f㌔om

TIMP3　accumulation　in　soft　drusen、　Drusen　are　thought　to　bc

composed　of　mcompletely　degraded　debris　that　is　exocytoscd

by　RPE　ce貼．　Vadous　hereditary25－270r　nonhereditary　factors

such　as　protein　alterations，2フoxidatWe　stress，29－310r　disordcrs

of　hydrolytic　enzymes32・33　may　participate，　along　with　aging，

in　accelcratmg　the　accumulation　of　this　debris．　Those　insuf五一

cicndy　digcstcd皿aterials　may　possess　a　domain　with　an　aff㎞一
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FIGuRE　8．　Comparison　of　TIMP’3　activity　in　the　AMD　and　age－matched

no㎜al　eyes．　The　inhibitory　activity　dctectcd　by　revefse　zymography

was　signi6cantly　clevated　in　AMD　eyes（by　approximately　twofbld）．

ity　fbr　TIMP－3　binding．　Because　TIMP’3　broadly　inhibits　MMPs，

drusen　with　excess　TIMP・31nay　retard　Bruch’s　membrane

rcnewaL　This　may　fesult　in　the　thickening　of　Bmch’s　mcn｝

brane，　reducing　Bruch’s　membrane　pe㎜eab血ty　in　the　tra伍ck

ing　of　mctabolites　and　nutrients　betwecn　the　choroid　and　RPE，

ultimately　resulting血RPE　and　photoreceptor　atrophy．

　　　　In　arcas　where　choroidal　neovascularization　was　ob－

se百ed，　the鯉E　was　abscnt，　and轍uaUy　no　TIMP－3　i㎜uno

reactivity　was　evident　in　the　sublacent　Bruch’s　mcmbrane．

Thcre　are　two　possible　sequenccs　to　these　changcs：atrophy　of

the　RPE　leads　to　a　decrease　in　TIMP・3，　which　is　pe㎜issive　to

neovascularizadon；or　choroidal　neovascularizat輌on　causcs　RPE

atrophy，　which　is　fbllowed　by　TIMP310ss．　Although　current

results　do　not　indicate　which　occurs血rst，　the　antiangiogenic

activity　of　TIMP－3911（）makcs　thc　fb㎝er　a　more　likely　scenario．

We　speculate　that，　in　some　AMD　eyes，　Bruch’s　membrane

thickening　causes　an　atrophy　of　RPE，　and　TIMP・3　1cvels　de－

crease　in　the　area　of　RPE　atrophy，　which　is　permissive　fbr

choroidal　neovascularization．

　　　　We　conclude　that　the　TIMP・3　contcnt　in　Bruch’s　mem－

brane　in　the　inacula　increases　during　normal　aging　and　that

TIMP’3　content　is　elevated　beyond　normal　levels　in　the

macular　region　of　AMD　cyes、　This　suggcsts　that　TIMP－3　may

be　one　of　the　key　molecules　causally　involved　in　Bruch’s

membrane　thickening　during　normal　aging　and　in　AMD．

Further　studies　are　needed　to　identify　the　TIMP・3　binding

partner（s）in　Bruch’s　membrane　and　drusen，　to　determine

whether　elevated　TIMP・31evels　are　caused　by　increased
accumulation　or　increased　synthesis　of　this　inhibitor，　and　to

establish　whether　TIMP・3　elevation　is　causally　involved　in

the　thickening　of　Bruchうs　membrane，　which　is　associated

with　age’related　macular　degeneration、
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　　　　　　　　　　　　　　Tb　investigate　changes　in　retinal　pigmen七epithelial（RPE）cells　during　woundABSTRACT
healing，　we　evaluated　the　deposition　of　newly　synthesized　extracellular　matrix（ECM）over　time

during　wound　healing　in　rat　RPE　cultures．　We　also　estimated　the　e艶ct　of　growth飴ctors　on　the

healing　rate　and　ECM　synthesis．　After　preparing　rat　RPE　cell　sheet　cultures，we　made　round　1－mm

defbcts　in　the　cultures．　Fibronectin，　laminin，　and　collagen　IV　synthesis　were　evaluated　with

immunocytochemistry　every　12　hours　after　woundillg．　S－phase　cell　distribution　was　analyzed　every

12hours　by　5－bromodeoxyuridine　uptake．　We　added　either　platelet－derived　growth伍ctor（PDGF），

epidermal　growth　factor（EGF），　or　transfbrming　growth　f5ctor一β2（TGF一β2）to　cultures　at
concentrations　of　1，10，　and　100　ng／mL　and　immunocytochemically　analyzed　the　e丘bcts　oll　ECM　and

estimated　the　rate　of　wound　closure．　Although　approximately　50％closure　was　achieved　24　hours

after　wounding，　fibronectin　deposi七s　first　appeared　at　that　time．　Laminin　and　collagen　IV　were　first

detected　at　36　hours　and　fibronectill　staining　had　extended　toward　the　wound　cente蛤S－phase　cells

were　distributed　in　concentric　rings　that　moved　cenもripetally　over　time　and　corresponded　to　the

leading　edge　of　the　area　stained　with　anti－ECM　antibodies．　TGF一β2　enhanced　ECM　deposition，　but

EGF　and　PDGF　did　not．　TGF一β2　decreased　the　healing　rate　in　a　dose－dependent　manner，　whereas

PDGF　promoted　wound　closure．　EGF　enhanced　closure　at　the　highest　concentration　oIlly　In

号ummarヱwound　healing　in　RPE　may　be　initiated　when　cells　at　the　wound　edge　slide　or　migrate

toward　the　wo皿d　center，　which　is　fbllowed　by　cell　prolifbration　and　then　ECM　synthesis．　ECM

components　may　be　produced　in　a　speci丘c　sequence　during　healing．　TGF一β2　may　promote　RPE　cell

diffbrentiation，　and　PDGF　may　enhance　prolifbration　duhng　wound　healing　of　the　RPE．、晒crosc．

Res．7セcん．42ご311－3161998．　　◎lgg8　wiley－Liss，　Inc．

INTRODUCTION
　　Age－related　macular　degeneration（AMD）is　the　lead－

ing　cause　of　irreversible　severe　visual　loss　in　people

over　the　age　of　50　in　the　Westem　hemisphere（Bressler

et　al．，1988）．　Recent　advances　in　vitreous　surgery　have

made　it　possible　to　treat　submacular　disorders，　includ－

ing　subretinal　neovascularization　and　submacular　hem－

orrhage　associated　with　AMD（de　Juan　and　Machemer，

1988；Kamei　et　aL，1996a；Lambert　et　al．，1992；Thomas
et　al．，1992）．　Submacular　surgery　however，　causes　local

debridement　of　the　retinal　pigment　epithelium（RPE）
（Berger　and　Kaplan，1992；Das　et　al．，1992；Grossniklaus

et　al．，1992；Thomas　et　al．，1992）．　A1七hough　the　RPE

defbct　is　eventually　healed　by　migration　and　prolifbra－

tion　of　the　RPE　cells　adjacent　to　the　damaged　area（Del

Priore　et　al．，1995；Heriot　and　Machemer，1992；Val－
entino　et　al．，1995），　characteristics　specific　to　the　RPE

are　lost　to　some　degree（Del　Priore　et　aL，1988；Grisanti

and　Guidry　1995；Hergott　et　aL，1989；McKechnie　et
al．，1988；Opas，1991），　and　such　damage　may　induce
photoreceptor　death　and　increase　the　incidence　ofrecur－

rent　neovascularization　after　the　surger）たThere］bre，

repairing　RPE　damage　may　be　crucial　fbr　recovery　of

visua面nction．　However，　little　is㎞own　about　changes

in　RPE　cells　during　wound　healing．

　　Basement　membralle，　or　extracellular　matrix（ECM），

is　importan七in　wound　healing（Choi，1994；Herrick　et
al．，1992；Yamakawa　et　aL，1988）．　Most　kinds　of　cells

synthesize　ECM．　Retinal　pigment　epithelial　cells　pro－

duce　ECM，　including　the　ECM　components丘bronectin，
laminin，　elas七in，　heparan　sulfate　proteoglycan，　and
collagen　types　I，　III，　and　IV　in　vivo　and　in　vitro

（Campochiaro　et　al．，1986；Li　et　a1．，1984；Newsome　et
al．，1988；TUrksen　et　al．，1984）．　Cytokines　are　one　ofthe

飴ctors　regulating　gene　expression　in　RPE　cells（Ando
et　a1．，1995；Opas　and　Dziak，1989；Osusky　et　aL，1994）．

Synthesis　of　ECM　during　wound　healing，　however，　is
not　well　understood　in　RPE　cells．

　　In　this　stud又we　investigated　the　deposition　of　newly

synthesized　ECM　over　time　during　wound　healing　in
rat　RPE　cell　sheet　cultures　and　compared　it　with七he
distribution　of　proli民rating　cells．　We　also　examined　the

influence　of　growth　factors　on　the　healing　rate　and

ECM　synthesis．
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　　　　　　　　　MATER】［ALS　AND　METHODS
　Retinal　Pigment　Epithelial　Cell　Sheet　Culture
　　　　　　　　　　　　　　　　and　Wounding

　　This　study　was　conducted　in　accordance　with　the
Association　fbr　Research　in　Vision　and　Ophthalmology
Statement　fbr　the　Use　of　Animals　in　Ophthalmic　and
Vision　Research．　Sheet　cultures　of　rat　RPE　cells　were

prepared　by　a　procedure　modi丘ed　fをom　a　previously
described　method（Kamei　et　aL，1996b）．　Brie且況eyes
from　7－10－day－01d　Sprague－Dawley　rats　were　incu－
bated　in　O．1％proteinase　K（Merck，　Darmstadt，　Ger－
many）at　37°C丘）r　8　minutes　and　then　fbr　10　minutes　in

culture皿edium，　which　consis七ed　of　a　mixture　of　equal

volumes　of　Dulbecco’s　modi丘ed　Eagle’s　medium　and

Ham’s　F－12（both，　Nikken　Bio　Medical　Laborator況
Kyoto，　Japan）supplemented　with　10％fbtal　bovine
serum（FBS；HyClone　Laboratories，　Logan，　Utah）．　Then，

after　bisecting　the　whole　eye　postenor　to　the　ora
serrata，　the　sclera　and　choroid　were　peeled　away　fをom

the　neural　retina，　preserving　a　sheet　of　RPE　cells

attached　to　it．　The　isolated　tissue　composed　of　the

neural　retina　and　adherent　RPE　was　placed　on　a
culture　plate　with　culture　medium　with　the　RPE　side
down．　A　2－chamber　plastic　slide（Lab－！恥k，　Nullc　Inc．，

Naperville，　II、）was　used　as　a　culture　plate．　One　hour’s

incubation　at　37°C　allowed　the　RPE　sheet　to　detach

spmtaneously伽m七he　retina　as　a　sheet　and　weakly
attach　to　the　culture　plate　with　the　apical－microvilli
side　up．

　A丘er　the　RPE　sheets　were　incuhated　fbr　24　hours　to

allow　adequate　adhesion　to　the　culture　plates，　round

defbcts　l　mm　in　diameter　were　made　by　pressing　a
trephine　on　the　sheet　culture．　One　to　several　defbcts　per

sheet　were　made　according　to　sheet　size　so　that　the

defbcts　were　separated　by　l　mm．　Six　defbcts　were
analyzed　in　each　experiment．

Immunocytocllemical　Analysis　of　Synthesized
　　　　　　　　　　　　　Extracellular　Matrix

　　Tb　evaluate　the　distribution　of　fibronectin，　laminin，

and　collagen　IV　the　cultures　were　examined　immunocy－

tochemically　every　12　hours　after　woundiIlg．　A£ter

rinsing　away　the　culture　medium　with　phosphate－
buflbred　saline（PBS，　pH　7．4），　the　culture　plates　were

丘lled　with　50％methanol　and　50％acetone　and　the　cells

were　fixed　fbr　10　minutes．　The　cells　then　were　incu－

bated　overnight　at　4°C　with　the　appropriate　primary

antibody：monoclonal　mouse　anti一丘bronectin　antibody
（MAB　1940，　Chemicon　International，　Inc．，　Tbmecula，

CA），　monoclonal　mouse　anti－laminill　antibody（A2－
20018，Amresco，　Solon，　OH），　or　polyclonal　rabbit　anti－

human　collagen　IV　antibod況which　has　cross－reactivity

with　rat（PC　10760，　Progen　Biotechnik　GmbH，　Heidel－
berg，　GermaIly）．　These　primary　antibodies　were　used　at

adilution　of　1：500　in　O．1　M　PBS　containing　3％bovine

serum　albumin（BSA）and　O．3％Triton　X－100．　After
overnight　incubation，　all　specimens　were　labeled　with

且uorescein　isothiocyanate－co可ugated　goat　anti’mouse
IgG（Jackson　Co．，　St．　Louis，　MO）or　anti－rabbit　IgG

（Sigma　Chemical　Co．，　St．　Louis，　MO）diluted　1：1000

with　the　PBS－BSA　solution，　and　the　cells　again　were

incubated　at　4°C　overnight．　The　specimens　were　exam－

ined　under　an　epiHuorescent　microscope（BX－50，01ym－
pus，　Tbkyo，　Japan）．

　　　　　　　　　　　　　S・Phase　Cell　Analysis

　　Tb　investigate　the　distribution　of　prolifbrating　cells

during　wound　healing，　cells　in　the　S－phase　were　identi一

丘ed　every　12　hours　using　5－bromodeoxyuridine（BrdU）

incorporation　and　immunocytostaining．　Tbn　pM　BrdU
（Sigma）was　added　to　the　culture　medium　9　hours
befbre丘xation．　Immunocytochemical　staining　using
the　same　procedures　described　above　was　perfbrmed
using　monoclonal　anti－BrdU　antibody（Becton　Dickin－
son　Imlnunocytometry　Systems，　San　Jose，　CA）as　the
primary　antibody　The　nuclei　were　counterstained　with
O．04pg／mL　propidium　iodide．

　　　　　　　Growth　Factor　SupPlementation

　　After　the　RPE　sheets　were　incubated　in七he　medium
with　10％FBS　fbr　24　hours，　they　were亘nsed　twice　with

serum一仕ee　medium　and　then　incuba七ed　under　serum一
仕ee　conditions　fbr　24　hours　to　eliminate　the　influence　of

growth　elements　in　the　serum．　Then　1－lnm　round
defbcts　were　made　in　the　sheet，　the　medium　was
replaced　with　medium　supplemented　with　O．1％FBS，
and　one　of　the　three　fbllowing　recombinant　human
growth　factors　was　added：platelet－derived　growth　f註c－

tor－BB（PDGF－BB；Genzyme，　Cambridge，　MA），　epider－
mal　growth　factor（EGF；皿）yobo，　Osaka，　Japan），　or

trans丑）rming　growth　factor一β2（TGF一β2；Genzyme）．
These　growth　factors　were　applied　at　concentrations　of

1，10，and　100　ng／mL．　For　con七rols，　RPE　sheets　were

treated　in　the　same　waX　but　no　growth　factors　were

added．　Immunocy七〇chelnis七ry　was　perfbrmed　fbr七he
ECM　as　described　above　and　the　rate　of　wound　closure

was　estimated．

　　　　　　　　　　　　Rate　of　Wound　Closure

　　Phase－contrast　micrographs　were　taken　every　8　hours

after　wound　fbrmation　and　the　area　of　wound　remain－

ing　was　Ineasured　using　a　computerized　area　analyzer

（Micro　Computer　Imaging　Device，　Imaging　Research
Inc．，　Ontario，　Canada）．　The　ratio　of　the　wound　area

remaining　was　compared　to　the　initia11－mm　wound
area　to　evaluate七he　rate　ofwound　healing．

　　　　　　　　　　　　　　Statistical　Analysis

　　The　wound　healing　rate　with　each　growth　factor　at

each　concentration　was　compared　with　controls　and　the

eflbcts　were　analyzed　by　using　two－way　repeated－
measures　ANOVA．　Significance　was　accepted　at　P＜
0．05．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　RESUI」TS

　　　　Deposition　of　Extracellular　Matrix　and
　　　　Distribution　of　S・Phase　Cells　Over　Time

　　Although　approximately　50％closure　was　achieved
24hours　after　wounding　and　complete　closure　achieved
at　48　hours（Fig．1，　column　1），　fibronectin　deposits　were

丘rst　apparent　at　24　hours　（Fig．1，　column　3），　and

laminin　and　collagen　IV　were　detected　at　36　hours（data

not　shown）．　At　48　hours，丘bronectin　staining（Fig．1，

column　3）occurred　more　cen七rally　than　laminin　and
collagen　IV　staining（Fig．1，　columns　4　and　5）．　Fibronec－

tin　was　detected　only　in　the　area　covered　wi七h　regener－

ated　RPE　cells，　whereas　laminin　and　collagen　IV　were

present　in　both　wounded　and　unwounded　areas．　The
entire　wound　area　except　a　central　zolle　was　covered
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　Fig、1．　First　column：Phase－contrast　photomicrographs　of’the
wounds　in　RPE　cell　sheet　cultures　24，48，72，　and　96　hours　af七er

wounding，　Approximately　50％closure　was　achieved　at　24　hours．　The
defbct　was　completely　covered　with　Inigratillg　and　prolifbratillg　cells

at　48　hours　although　the　cells　were　spindle－shaped．　The　cell　popula－

tion　became　denser　and　the　cells　became　more　polygonal　over　thne．

Second　colunm：Micrographs　of　RPE　cells　in　the　wound　stained　fbr
anti－BrdU　antibody　S－phase　cells　that　showed　positive　signals　were
丘rst　recognised　at　24　hours　as　a　cil℃le　at　the　peripheral　zone　of　the

wound　and　then　Inoved　centripetall芳fbrming　concentric　circles　over

time　af七er　wounding．　Few　nuclei　stained　at　96　hours；those　that　did

were　scattered　unifbrmly　over　the　sheet．　Third　through　fifth　columns：

Immullo且uorescent　micrographs　of　the　wounds　stained　with　anti－
6bronectin（FN，3rd　column），　laminin（LN，4th　colllmn），　and　collagen

VI（Col　IV　5th　column）antibody，　Fibronectin　was　first　observed　at　24

hours，　but　laminin　and　collagen　VI　were　not　stained　yet．　Laminin　and

coUagen　IV　staining　was　recognised　48　hours　after　wounding　and，　at

that　time，　fibronectin　staining　occurred　more　centrally　than　other
ECM　staining．　The　entire　wound　area　except　a　central　zone　is　covered

with　deposits　of　these　ECM　components　at　72　hours　and　conユpletely

covered　at　96　hours．　Distribution　of　BrdU　staining（2nd　column｝
corresponded　to　the　leading　edge　of　the　area　staining　Positively　fbr

ECM．　Original　magnincation，10x．

with　deposits　of　these　ECM　components　at　72　hours
（Fig．1，　columns　3－5）．Fibronectin　stained　in　a　61ament－

like　manner，　and　collagen　IV　and　laminin　stained
di飽sely　It　took　96　hours　fbr　these　ECM　constituents　to

accumulate　over　the　entire　wound　area．

　　Anti－BrdU　antibody　staining　revealed　S－phase　cells

that　fbrmed　concentric　circles　according　to　the　time
elapsed　since　wounding（Fig．1，　column　2）．　The　6rst
circle　to　appear　was　the　larges七，　located　at　the　periph－

eral　zone　of　the　wound　at　24　hours　af七er　wounding；

subsequently　smaller　circles　appeared　centripetally　At

84hours，　the　innermost　circles　were　Iocated　at　the
center　of　the　wound　as　a　cluster（data　not　shown）and

this　BrdU－positive　zone　corresponded　to　the　leading
edge　of　the　area　staining　positively　fbr　ECM（Fig．1，

columns　3－5）．　Few　additional　nuclei　stained　at　96
hours，　and　those　that　did　were　scattered　unifbrmly　over

the　sheet．　Consequentl｝元　cell　proli免ration　to　repair

wo皿ds　l　mm　in　diameter　ceased　by　96　hours　after

wounding．

　　Effect　of　Growth　Factors　on　ECM　Deposition
　　　　　　　　　　　　　　　and　Healing　Rate

　　TGF一β2　remarkably　enhanced　deposition　offibronec－
tin（Fig．2A），　laminin，　and　collagen　IV（data　not　shown）

when　compared　with　a　control　sheet（Fig．2D）under　an

epi且uorescent　microscope，　whereas　cultures　supPle－
mented　with　PDGF　or　EGF（Fig．2B，C）did　not　show　an

apparent　increase　in　deposition　of　these　ECM　compo－

nents．　Cultures　incubatedwith　EGF　or　PDGF　showed　a
丘1amentous　pattern　of　deposition　that　dif飴red伽m　the

control　and　TGF一β2－supple皿ented　cultures．

　　Compared　to　controls，　TGF一β2　decreased　the　healing

rate　at　all　three　concentrations（P＝0．03，0．003，0．0003

at　1，10，100　ng／mL，　respectively），　whereas　PDGF
promoted　wound　closure　at　corlcentrations　of　10　and
100ng／mL（P＝0．77，0．002，0．002　at　1，10，100　rlg／mL，
respectively）（Fig．3）．　The　healing　rate　was　not　signifi－

cantly　affbcted　at　EGF　concentrations　of　l　and　10
ng／mL　but　was　enhanced　at　100　ng／mL（P＝0．72，0．69，
0．02at　1，10，100　ng／mL，　respectively）．

　　　　　　　　　　　　　　　　DISCUSSION

　　This　study　revealed　a　time　lag　between　ECM　deposi－

tion　and　wound　closure．　Wo皿d　healing　may　be　initi－

ated　when　cells　at　the　wound　edge　slide　or　migrate
toward　the　center　ofaround　defbct，　which　is　fbllowed　by

cell　prolifbration　and　then　synthesis　ofECM
　　We　observed　BrdU－positive　S－phase　cells　at　24　hours

but　not　at　12　hours　after　wounding，　although　we
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　Fig，2，　EpiHuorescent　micrographs　of　the　wound　stained　with
anti－fibronectin　antibody　60　hours　after　womlding．　TGF一β2　added　in

the　culture　Inedium｛A｝appears　to　enhance　deposition　of　6bronectin
when　compared　with　the　I〕o－treatment　contro1（D｝．　Cultllres　incubated

with　PDGF（B）or　EGF（C）show　a　filamentous　pattem　ofdeposit　that
dif丘rs　fセom　the　contr〔）l　and　TGF一β2－supplemented　cultures．　Origillal

magni6ca七ion，20x．

previously　repor七ed（Kamei　et　al。，1996b）in　the　same

wound　healing　model　that　about　20％of　closure　is
obtained　at　12　hours　after　wounding．　This　finding
suggests　that　cell　spreading　or　sliding　f士om　the　wound

edge　accomplishes　the　initial　20％of　wound　closure
without　prolifbration．　Considering　that　a　circle　900μm
in　diameter　corresponds　to　81％of　a　1－mm　roulld　de允ct，

an　initial　20％wound　closure　at　12hours　means　that　an

approximate　50一μm　wide　peripheral　zone　is　covered
with　spreading　cells．　We　thus　can　say　that　cells　cover－

ing　an　approximate　50－pm　wide　peripheral　zolle　at　12

hours　had　not　yet　prolifbrated．　This　observation　is

consistent　with　a　previous　report　using　organ　culture

and　prolifbrating　cell　nuclear　antigen（PCNA）staining
that　fbund　RPE　cells　in　wounds　narrower　than　125±48
pm　did　not　express　PCNA（Hergott　and　Kalnins，1991）．
Thus，　the　process　ofwound　healing　may　be　initiated　by

cell　sliding　or　migration　at　the　wound　edge；cell　prolif二

eration　then　fbllows．

　　ABrdU－positive　signal　observed　as　a　ring　near　the

wound　edge　a七24　hours　moved　centripetalb　fbrming
concentric　circles　until　84　hours．　ECM　staining　did　not

occur　centrally　beyond　these　corlcentric　BrdU－positive
circle　at　any　tilne　point．　In　other　words，　the　BrdU－

positive　zone　constituted　the　leading　edges　of　ECM
deposits．　Thus，　ECM　synthesis　may　fbllow　cell　prolifbra－

tion　during　RPE　wound　healing，　but　studies　of　mRNA

expression　that　include　in　situ　hybridization　are　needed

to　confirm　this　observation．

　　Fibronectin　synthesis　preceded　that　of　laminin　and

collagen　IV　Deposits　of　fibronectin　were丘rst　apparent
at　24　hours　after　wounding，　and　laminin　and　collagen

IV　were　first　seen　at　the　peripheral　zone　ofthe　wound　at

36hours　when丘bronectin　stairling　had　begun　to　extend
toward　the　center　ofthe　wound．　This　sequence　ofevents

suggests　that　ECM　components　are　produced　in　a
certain　order　during　wound　healing．
　　We　selected　the　TGF一β2，　PDGF，　and　EGF　cytokines

fbr　several　reasons．　TGF一βupregulates　the　synthesis　of

ECM　components　in　the　RPE（Ando　et　aL，1995；Osusky
et　aL，1994）and　many　other　kinds　of　cells（lgnotz　and

Massague，1986；Vbllberg　et　aL，1991），　and　it　is　the　only

growth　factor　that　inhibits　cell　prolifbration　under　in

vitro　conditiolls（Massague，1990）and　that　is　clinically

applied　in　macular　hole　surgery　as　a　promotor　ofwound

healing　in　RPE　or　glial　cells（Glaser，1992）．　As　an

autocrine　stimulator　ofgrowth　in　RPE，PDGF　may　play
an　essential　role　in　retinal　wound　repair（Campochiaro

et　al．，1994）．　EGF　enhances　wound　healing　in　various
types　of　epithelial　cells，　including　RPE　cells（Leschey　et

a1．，1990），　and　clinically　is　apPlied　to　persistent　corneal

ulcer（Scardovi　et　a1．，1993）．　Although　the　growth
伍ctors　used　in　this　study　were　recombinant　hulnan
proteins，　we　decided　to　apply　them　to　rat　cells　because　a
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　Fig．3．　Wbund　closure　rate　in　the　retinal　epithelial　cell　sheet

cultures　incubated　with　various　kinds　and　doses　of　growth　factors．
Compared　to　control　cells（no　growth　factor　added），　TGF一β2　decreased

the　healing　rate　at　all　three　concentrations，　whereas　PDGF　promoted

wound　closure　at　concentrations　of　10　and　100　ng／mL．　EGF　enhanced

closure　only　at　100　ng／mL．

previous　report　demonstrated　the　e伍cacy　of　human
cytokines（including　TGF一β，　PDGE　EGE　HGE　IGF，
and　VEGF）on　rat　culture　cells（Nicosia　et　al．，1994）．

　　In　our　RPE　wound－healing　model，　TGF一β2　appeared

to　enhance　deposition　ofECM　instead　ofdecreasing　the

healing　rate．　This　result　is　consistent　with　previous

studies　that　report　that　TGF一βupregulates　the　synthe－

sis　ofECM　components　and　inhibits　cell　prolifbration　in

vitro．　In　contrast　to　TGF一β2　and　controls，　both　PDGF

and　EGF　produced　fibronectin　deposits　in　a　filamentous

pattern　and　did　not　increase　ECM　deposition，　but　did

promote　wound　closure．
　　In　conclusion，　these　findings　suggest　that　TGF一β2

promotes　dif丘rentiation　of　RPE　cells，　and　PDGF　en－

hances　their　prolifbration　during　wound　healing　of　the

RPE，　Quantitative　analysis　of　ECM　deposition　and
proli企rating　cells　is　required　to　establish　the　validi七y　of

this　mechanism．
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●PuRPosE‡Tb　assess　the　result　of　surgical　remov，

al　of　submacular　hemorrhage　by　using　tissue　plas’

minogen　activator　and　perHuorocarbon　liquid．

●METHODS‡In　22　consecutive　patients（22　eyes），

subretinal　hemorrhage　associated　with　age，related

macular　degeneration，　which　involved　the　fovea

and　completely　obscured　the　choroidal　vascular

pattern，　was　treated　by　pars　plana　vitrectomy．　The

hemorrhages　were　liquefied　with　tissue　plasmino，

gen　activator，　squeezed　into　the　vitreous　cavity

with　perfluorocarbon　liquid，　and　then　evacuated．

●REsuLTs‡Ef丘cacy　of　the　procedure　was　judged

by　the　best　postoperative　corrected　visual　acuity，

which　was　20／1000r　better　in　16　eyes（73％）．

Submacular　hemorrhage　recurred　in　four（18％）

eyes，　epiretinal　membrane　formed　in　three（14％）

eyes，　and　retinal　detachment　occurred　in　three

（14％）eyes．　Best’corrected丘nal　visual　acuity　was

improved　postoperatively　in　18（82％）of　the　22

eyes，　unchanged　in　three　（14％）　eyes，　and　de’

creased　in　one（5％）eye．　Final　visual　acuity　was

20／2000r　better　in　15　eyes（68％）and　limited　in

other　eyes　by　subretinal　hemorrhage　of　greater

than　30　days，　duration　or　subfoveal　neovasculari’
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●CONαUSIONS：Use　of　tissue　plasminogen　acti’

vator　and　per6uorocarbon　liquid　in　surgical　re’

moval　of　submacular　hemorrhage　may　improve　the

outcome　of　surgery　by　reducing　surgically　induced

retinal　damage．

　　　　UBMACULAR　HEMORRHAGE，　PAK「ICULAR】11F　THE

　　　　hemorrhage　is　thick　or　associated　with　age’

　　　　related　macular　degeneration，　can　cause　severe

visual　loss．1　Although　recent　advances　in　vitreous

surgery　have　made　it　possible　to　remove　subretinal

hemorrhage，2’5　procedures　resulted　in　limited　recovery

of　vision．　Fibrin　begins　to　fbrm　an　hour　after　experi，

mentally　created　subretinal　hemorrhage，6　and　by　the

time　patients　undergo　surgery　to　treat　subretinal

hemorrhage，　the丘brin　network　that　has　fbrmed

cannot　be　aspirated．　As　a　result，　surgery　to　remove

these　coagulated　hemorrhages　has　usually　involved　a

large　retinotomy，　subretinal　insertion　of　instruments，

such　as　an　extrusion　needle，　or　active　suction　at　the

subretinal　space．　This　technique　poses　risk　of　trauma

to　the　retina，　which　may　account　fbr　the　disappoint’

ing　results　of　such　surgery　to　date．

　　Fibrinolysis　with　tissue　plasminogen　activator　has

been　shown　to　enhance　the　clearance　of　experimen’

tal　subretinal　hemorrhage　in　animals．718　Tissue　plas’

minogen　activator　has　also　been　used　as　an　alterna，

tive　or　adjunct　to　surgical　removal　of　subretinal

hemorrhage，7’11　although　procedures　in　which　it　is

used　are　controversiaL　lo　Even　in　the　one　study　that

reported　the　use　of　tissue　plasminogen　activator　to　be

effective　in　removing　subretinal　hemorrhage，9　the
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procedure　was　successfUl　in　restoring　vision　to　satis’

伍ctory　levels　only　in　a　minority　of　patients。

　　We　hypothesized　that　trauma　to　the　neurosensory

retina　and　retinal　pigment　epithelium　during　manipu，

lation　to　remove　subretinal　hemorrhage　plays　an

important　role　in　the　failure　of　surgery，　even　tech’

niques　that　use　tissue　plasminogen　activator，　to　im’

prove　vision．　Perfluorocarbon　liquid　has　been　used　in

submacular　surgery　to　assist　in　expression　of　lique丘ed

subretinal　hemorrhagell　or　to　block　possible　bleeding

immediately　a丘er　excision　of　a　subfbveal　neovascular

membrane．12　Thus，　we　studied　a　procedure　using

per且uorocarbon　liquid　as　well　as　tissue　plasminogen

activator　and　a　technique　designed　to　minimize

retinal　trauma．

P閥「IENTS　AND　METHODS

CANDIDArES　FOR　THIS　STUDY　WERE踏TIENTS　WiTH
submacular　hemorrhage　associated　with　age’related

macular　degeneration　that　involved　a　zone　of　at　least

one　disk　diameter　centered　at　the丘）veola，　localized

mainly　between　the　neurosensory　retina　and　retinal

pigment　epithelium．　In　all　cases，　the　hemorrhage　was

thick　enough　to　cause　an　obvious　elevation　of　the

K）vea　and　to　completely　obscure　the　choroidal　vascu’

lar　pattern　under　the　hemorrhage．　Contraindications

to　participation　in　the　study　included　the　fbllowing

conditions：（1）subretinal　hemorrhage，　regardless　of

size，　that　did　not　involve　the　macula；（2）submacular

hemorrhage　thin　enough　that　the　choroidal　vascular

pattern　could　be　seen　at　the　macula；（3）hemorrhage

mainly　beneath　the　retinal　pigment　epithelium；or（4）

completely　organized　hemorrhage　（appearing　as

white’yellow　clots）．　The　risks　and　possible　benefits　of

the　procedure　were　explained　in　detail　to　all　candi’

dates，　and　those噛who　gave　written　consent　to　the

procedure　were　operated　on．

　　Between　July　1992　and　August　1994，22　consecu’

tive　patients　underwent　pars　plana　vitrectomy　and

transvitreal　drainage　of　submacular　hemorrhage　at

Osaka　National　Hospital，　Osaka，　Japan．　The　preoper’

ative　ophthalmic　examination　included　determina，

tion　of　best’corrected　visual　acuity，　slit’lamp　exami’

nation，　indirect　ophthalmoscopy，　analysis　of　visual

丘elds，　and　fluorescein　angiography．　Fundus　photo’

graphs　were　taken，　and　the　area　of　submacular

hemorrhage　was　determined　from　the　photographs．

　　The　average　age　of　the　eight　women　and　14　men　in

the　study　was　68．O　years（range，46　to　85　years）．　The

mean　duration　of　visual　loss　beK）re　surgery　was　23．O

days（range，丘ve　to　100　days），　and　the　average　area　of

submacular　hemorrhage　was　255　disk　areas（range，

one　to　l　OO　disk　areas）．爪vo　of　the　22　patients　had

previously　undergone　laser　photocoagulation　to　sub’

retinal　neovascularization　in　the　parafbveal　area．

　　R）stoperatively，　patients　underwent　the　same　ex’

amination　as　preoperatively，　under　the　same　condi’

tions．　Best’corrected　visual　acuity　was　examined　by　a

technician　who　was　masked　to　the　surgical　procedure．

Wb　assessed　two　kinds　of　postoperative　best’corrected

visual　acuity：the　best　visual　acuity　occurring　during

the　postoperative　K）llow，up　period　and　the丘nal　visual

acuity　at　the　end　of　the　fbllow’up　period．　Dif琵rences

between　preoperative　and　postoperative　visual　acui’

ties　and　the丘）llowing　factors　were　analyzed　by　using

Fisher’s　exact　test：age，　gender，　duration　of　submacular

hemorrhage，　area　of　submacular　hemorrhage，　pres’

ence　of　hemorrhagic　pigment　epithelial　detachment，

and　persistence　of　subretinal　neovascularization．　Pbst’

operative　complications　were　also　recorded　and　evalu’

ated．

　　Figure　l　shows　the　steps　in　the　operative　procedure．

Athree’port　pars　plana　vitrectomy　was　per丘）rmed，

and　the　posterior　hyaloid　membrane　was　removed

carefUlly．　The　且attened　and　bent　tip　of　a　27’or

30’gauge　blunt　needle　was　inserted　into　the　subretinal

hemorrhage　at　its　superotemporal　edge　without　previ’

ous　retinotomy　or　endodiathermy．　Tissue　plasmino’

gen　activator（25μg！O．1　ml　of　balanced　saline　solu’

tion，　a　dose　determined　not　to　cause　retinal　toxicity

when　injected　into　the　subretinal　space　in　animals7）

was　gently　injected　until　it　covered　the　submacular

hemorrhage．　The　total　volume　of　injected　tissue

plasminogen　activator　ranged　between　O。05　and　O．20

ml，　depending　on　the　volume　of　the　submacular

hemorrhage．

　　After　a　20’minute　wait五）r丘brinolysis　to　occur，

vitreoretinal　scissors　were　used　to　make　a　retinotomy

about　l　mm　long　at　the　injection　site（endodiathermy

was　applied　be五）re　retinotomy　in　the丘rst　17　eyes）、

Perfluorocarbon　hquid（perθuoro’n’octane　or　perflu’

orodecalin）was　injected　onto　the　in侮ronasal　retina
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Fig．1（Kamei　and　associates）．　Surgical　procedure．（1）Vitrectomy　and　careful　removal　of　the　posterior　hyaloid

membrane　with　a　silicone，tipped　needle．（2）Without　retinotomy，　the　retina　is　perforated，　and　tissue　plasminogen

activator（tPA）is　injected　subretinally　with　a　27’gauge　blunt　needle．（3）腕rfluorocarbon　liquid（PFCL）is　dropped　onto

the　retina，　and　the　submacular　hemorrhage　is　squeezed　into　the　vitreous　cavity　by　gently　rocking　the　eye　from　side　to

side．（4）Balanced　saline　solution（BSS）is　injected　into　the　subretinal　space　to　dilute　6brin　degradation　products．（5）

Perfluorocarbon　liquid（PFCL）is　applied　again．　After　fluid’air　exchange，　the　operation　is　concluded　with　injection　of

expanding　gas．

untiいt　reached亡he　retinotomy．　The　submacular

hemorrhage　was　then　squeezed　into　the　vitreous

cavity　through　the　retinotomy　by　apPlying　a　rocking

motion　to　the　eye．　The　hemorrhage　drained　into　the

vitreous　cavity　and　was　aspirated．

　　Balanced　sahne　solution　was　gently　inlected　into

the　subretinal　space　to　dilute　and　flush　out　the　fibrin

degradation　products，　which　have　strong　chemotactic

and　in且alnmatory　properties。　After　a　second　adminis’

tration　of　liquid　perfluorocarbon　and　manipulation　to

squeeze　out　the丘brin　degradation　products，　a　fluid’air

exchange　was　perK）rmed，　The　operation　was　conclud’

ed　with　infUsion　of　15（κ）to　20％SF6　gas（endophoto’

coagulation　was　perfbrmLed　around　the　retinotomy　in

the丘rst　17　eyes）。

RESULTS

PA丁IENT　FOLLOW’UP　RANGED　FROM　SEVEN　TO　31
months　after　the　last　surgery五）r　submaclllar　hemor’

rhage（mean±S．D．，15±7months）（丁瓢ble）．

　　In　two　eyes（Patients　5　and　20），　peripheral　retinal

detachment　occurred　intraoperatively　but　was　suc’
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TABLE

PREOPERATIVE　AND　POSTOPERAτIVE　PArlENT　DATA

PATIENT　NO．

　AGE（YRS），

　GENDER

BEST－CORRECTED
　VISUAL　ACUITY

　　　　　　　　　　AREA　OF

　　　　　　　　　SUBRET｜NAL

FOLLOW－UP　HEMORRHAGE
TIME（Mos）　　　（DlsK　AREAs）

DURAT｜ON　OF　　SUBRETINAL

SUBRETINAL　　　PIGMENT

HEMORRHAGE　　EPITHELIAL
　　　（DAYS｝　　　　HEMORRHAGE

　　PRE－

OPERATIVE．÷

　　　POST－

　OPERATIVE

BEST　　　FINAL

POSTOPERATIVE

DETECTION　OF

　SUBRETINAL

NEOVASCULARI－
　　Z八「lON

POSTOPERATIVE

COMPL｜CArlONS

1，63，M

2，69，F

3，85，M

4，78，F

5，68，M

6，48，M

7，51，F

8，69，F

9，46，F

10，78，M

11，73，F

12，67，M

13，74，M

14，67，F

15，69，F

16，84，M

17，68，M

18，66，M

19，73，M

20，64，M

21，78，M

22，57，M

31

30

27（21）†

24

23

22

22

17

15

14

14

14

13

11（7｝†

11

10

10

　8

　8

　7

　7

　7

10

　9

20

49

28

10

21

　8
100

12

　9
32

　6
100

39

　　3

　　1

　　9

20

28

　12

54

　8

　5

　5

30

15

　5

11

10

20

18

　8

85

　5

13

　6

　7

13

25

21

90

100

　7

No
Yes

Yes

No

No
No
Yes

No
Yes

No
No

No
Yes

Yes

Yes

No
No

No
Yes

No

No
Yes

201800

20／100

201250

HM

20／600

20／300

CF
201100

HM

CF

20／800

201200

20／100

LP

20／500

20／300

20／300

20／800

20／600

20／500

20／500

20／100

20／60　　　20／200

20／30　　　20／30

20／60　　　20／400

20／250　　20／250

20／60　　　20／200

20／40　　　20／40

20／50　　　20150

20／25　　　20／25

20／25　　　20／25

201300　　20／400

20／30　　　20／40

20／200　　201250

20／25　　　20／25

20／100　　201200

20／100　201125

20／60　　　20／80

20／250　　20／250

20／80　　　20／100

20／50　　　20／60

20／250　　20／250

20／400　　20／600

20／20　　　20125

Subfovea

Extrafovea

Subfovea

Extrafovea

Subfovea

Extrafovea

Juxtafovea

None

None

Subfovea

None
Subfovea

Juxtafovea

Juxtafovea

Juxtafovea

None
Subfovea

Juxtafovea

None

None
Subfovea

None

Recurrence

Recurrence

Retinal　detach．

　ment

Recurrence

Retinal　detach－

　ment，　ePlret－

　inal　membrane

Recurrence，

　re廿nal　detach－

　ment
Epiretinal

　membrane

Epiretinai

　membrane

＊ CF　indicates　counting　fingers；HM，　hand　motions；and　LP，　light　perception．

†Follow－up　time（months）after　last　vitrectomy・

cessfUlly　treated　with　scleral　buckling　at　the　time　of

surgery．　By　the　end　of　the　procedure，　the　submacular

hemorrhage　was　noticeably　thinner　in　all　eyes・In　ten

eyes（45％），　the　pattern　of　choroidal　vessels　could　be

recognized　through　the　residual　hemorrhage　at　the

macula．　By　three　mollths　after　surgery，　allnost　all

ullorganized　hemorrhage　had　been　absorbed，　but

organized　helnorrhage（appearing　white’yellow　at　the

time　of　surgery）was　not　lique丘ed　by　application　of

tissue　plaslnillogen　activa亡or　and　was　absorbed　six　to

nine　nlmlths　af士er　surgery．

270

　　The　best　visual　acuity　attained　postoperatively　was

used　t〔〕measure　the　e伍cacy　of　the　procedure．　Visual

acuity　improved　postoperatively　by　two　or　more

Snellen　visual　acuity　hnes　in　l　9（86％）of　the　22　eyes

and　remained　within　one　Snellen　line　in　three　eyes

（14％）．No　patient　showed　a　decrease　between　preop’

erative　and　best　postoperative　visual　acuity・Best

postoperative　visual　acuity　was　20／1000r　better　in　16

（73％）of　the　22　eyes。

　　Follr　eyes（18％）had　relatively　good　visual　acuity

（20／100）preoperatively　and　had　best　postoperative
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visual　acuity　of　20／300r　better．　Thirteen（59％）of

the　22　eyes　had　preoperative　visual　acuity　of　20／5000r

worse；12（92％）of　the　13　improved　with　surgery，　and

ten（77％）attained　best　postoperative　visual　acuity　of

20／2000r　better．

　　Visual　acuity　decreased　by　more　than　one　Snellen

line　during　the　postoperative　period　in　丘ve　eyes

（23％）　as　a　resしllt　of　sub五）veal　neovascularization

（Patients　1，5，　and　21）or　recurrence　of　submacular

hemorrhage（Patients　3　and　14）．　Additionally，　retinal

detachment・ccurred　in　three　eyes（1イ％）（凸tients　4，

9，and　14）but　did　not　decrease　visual　acuity　and　was

treated　successfully　by　scleral　buckling．

　　Of　the長）ur　eyes　in　which　submacular　hemorrhage

recurred（Patients　1，3，6，　and　14），　two　had　massive

hemorrhage　and　two　had　minimal　hemorrhage。　Pa’

tients　with　massive　recurrent　subretinal　hemorrhage

（Patients　3　and　14・）had　visual　acuities　in　the　af丘cted

eyes　of　counting　fingers　and　light　perception，　respec’

tively、　Patients　l　and　6　had　minimal　recurrent　subreti，

nal　hemorrhage，　and　the　hemorrhage　did　not　de’

crease　visual　acuity．　Recurrent　subretinal　hemorrhage

in　the　two　patients　with　massive　hemorrhage　was
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20／20

20／2S

20／40

20／60

20／80

20／100

20／ZOO

20／400

20／800

CF

HM

LP

　　　　　　　　　　　　　　　　　　20〆800　　　　20／200　　　　　20〆80　　　　　20〆40　　　　　　2C〆20

　　　　　　　　　　LP　　ト｛M　　CF　　　　20／400　　　20ハ00　　　　20／60　　　　20／25

　　　　　　　　　　　　　　　Preoperative　Visual　Acuity

Fig・2（1〈amei　and　associates）．　Scattergram　comparing

丘nal　postoperative　visual　acuity　with　preoperative　visual

acuity　in　22　eyes．　Dots　above　the　oblique　line　represent

eyes　with　improved　vision　after　surgery．　CF　indicates

co皿ting丘ngers；HM，　hand　motion；and　LP，　light

perception・

treated　by　repeat　vitrectomy　with　injection　of　tissue

plasminogen　activator　and　squeezing　out　with　per且u’

orocarbon　liquid．　Although　visual　acuity　improved，　it

did　not　reach　the　level　attained　after　the丘rst　opera’

tion．

　　Subfと）veal　neovascularization　persisted　or　devel’

oped　in　seven　eyes（Patients　1，3，5，10，12，17，　and

21）on　postoperative　fluorescein　angiogram．　Visual

acuity　decreased　in　fbur（57％）of　the　seven　eyes，　and

all　seven　eyes　had　丘nal　visual　acuity　of　20／200　0r

worse。

　　An　epiretinal　membrane　K）rmed　in　th任e（14％）of

the　eyes（Patients　9，15，　and　17），but　visual　acuity　was

restored　within　one　line　of　best　postoperative　values

by　surgical　removal　of　the　epiretinal　membrane　in　all

three　eyes．

　　Final　visual　acuity　was　better　than　preoperative

acuity　in　18（82％）of　the　22　eyes，　was　unchanged　in

three（14％）eyes，　and　was　worse　in　one（5％）eye。　In

15eyes（68％），　visual　acuity　improved　to　20／2000r

bet仕r　postoperatively（Fig　2），　The　factors　associated

with　a　postoperative　visual　acuity　worse　than　20／200

were　submacular　hemorrhage　duration　of　greater　than

30days（P＝．0048）and　persistent　or　new　postopera’

tive　sub丘）veal　neovascularization（P＝．0136）、　Age，

gender，　preoperative　visual　acuity，　area　of　submacular

hemorrhage，　and　presence　of　hemorrhagic　pigment

epithelial　detachment　were　not　statisticaUy　signifレ

cantly　associated　with　a　postoperative　visual　acuity

worse　than　201200（τ5ble）、

DISCUSSION

SURGICAL　REMO＼AL　HAS　BEEN　PERFORMED　FOR　SUBMAC’

ular　hemorrhage　associated　with　age’related　macular

degeneration　in　eyes　with　a　poor　prognosis　fと）r　recov’

ery　of　visual　acuity　by　other　methods．2’519・10　However，

the　results　of　surgery　reported　to　date　have　been

disappointing：of　87　eyes　reported　in　the　literature，

only　50（57％）had　improved　visual　acuity　after

surgical　removal　of　submacular　hemorrhage，　and　only

18　（21％）of　the　87　eyes　had　postoperative　visual

acuity　of　20／2000r　better．

　　Our　results（visual　acuity　of　20／2000r　better　in　15

［68％］of　22　eyes）compare　favorably　with　those
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Fig．3（Kamel　and　assodates）．　Patient　9．　Left，　Preoperatively，　a　large　amount　of　submacular　hemorrhage　with

hemorrhagic　pigment　epithelial　detachment　extends　to　the　temporal　half　of　the　fundus．　Right，　Postoperatively，　a　retinal

pigment　epithelial　tear　was　recognized　and　possibly　covered　with　nonpigmented　epithelium（arrow）．　Visual　acuity

improved　from　hand　motions　to　20／25．

Fig・4（K・m・i・nd　ass・・i・t・・）・P・ti・・t　4・P・e・p・・ati・・（1・ft）・nd　18　m・nth・p・・t・per・ti・・（・ight）。pP，a，ance。f

submacular　hemorrhage　in　a　78，year’old　woman．　The　hemorrhage　was　unorganized　around　the　macula　and　organized

elsewhere　30　days　after　bleeding．　Visual　acuity　improved　from　hand　motions　to　20／250　after　surgery．

272 AMERIcAN　louRNAL　oF　OPHTHALMoLoGY MARCH　1996



previously　reported．　Of　the　22　eyes　in　our　study，13

（59％）had　preoperative　visual　acuities　of　20／4000r

worse，　and　12　eyes（92％）of　the　13　had　improved

visual　acuity　postoperatively，　with　ten（77％）of　the

13attaining　best　postoperative　visual　acuity　of　20／200

0r　better．　Thus，　we　believe　it　is　reasonable　to　presume

that　a　major　contributor　to　our　higher　success　rate　is

the　procedure　we　used　to　remove　submacular　hemor’

rhage．　Injection　of　tissue　plasminogen　activator　to

liquefy　the　coagulated　hemorrhage　and　application　of

per且uorocarbon　hquid　to　drain　the　submacular　hem’

orrhage　without　manipulation　in　the　subretinal　space

cause　less　trauma　to　the　retina　than　the　traditional

methods　of　a　large　retinotomy，　repeated　subretinal

irrigation　or　insertion　of　fbrceps，　or　use　of　a　cannulat’

ed且uid　aspirator　to　remove　subretinal　hemorrhage．

　　Our　use　of　per且uorocarbon　liquid　to　drain　submac’

ular　hemorrhage　into　the　vitreous　cavity　has　the

丘）llowing　advantages　over　other　methods：（1）with

liquid　perfluorocarbon，　hemorrhage　under　the　fbvea，

which　should　be　given　highest　priority　k）r　removal，　is

removed丘rst，　whereas　with　other　methods　hemor’

rhage　is　gradually　aspirated　starting　at　the　retinotomy

site；（Z）per且uorocarbon　liquid　promotes　evacuation

only　of　lique丘ed　hemorrhage，　whereas　retinal　pigment

epithelium　may　inadvertently　be　aspirated　with　active

suction　in　the　subretinal　space，　especially　in　eyes　with

age’related　macular　degeneration，　because　pigment

epithelial　detachment　may　be　present　as　a　result　of

choroidal　neovascularization　between　Bruch’s　mem’

brane　and　the　retinal　pigment　epithehum（Fig。3）；

and（3）hemorrhage　can　be　evacuated丘om　the

vitreous　cavity　rather　than　by　manipulation　of　the

retlna．

　　Fibrin　degradation　products，　which　are　derived

丘om　the　lysis　of丘brin，　are　strongly　chemotactic　and

potent　in且ammatory　agents．13　Use　of　tissue　plasmino’

gen　activator　leaves　large　amounts　of丘brin　degrada’

tion　products　in　the　subretinal　space．　Tb　prevent

subsequent　chemical　damage　to　photoreceptor　cells

and　retinal　pigment　epithelial　cells，　these　products

must　be　removed．　Thus，　we　gently　Hushed　the　subreti’

nal　space　with　balanced　saline　solution　after　fibrinoly’

sis．　Although　repeated　flushing　would　have　cleared

more　toxic　material丘om　the　subretinal　space，　it

would　also　have　caused陀peated　traumaωthe　tetina，

so　we　only　used　the　flush　once　or　twice　fbr　each

procedure．

　　T）minimize　damage　to　photoreceptor　cells，　sub’

macular　hemorrhage　should　be　removed　as　soon　as

possible．6　Removal　of　hemorrhage　be6〕re　thrombosis

is　complete，　however，　causes　the　risk　of　rebleeding．

Because　no　rebleeding　occurred　when　tissue　plasmin’

ogen　activator　was　used　to　remove　hemorrhage　72

hours　after　bleeding　in　an　animal　model　of　traumatic

hyphema，1472　hours　after　bleeding　may　be　an　optimal

time　to　remove　subretinal　hemorrhage．

　　Delay　of　longer　than　seven　days　in　removing

submacular　hemorrhage　has　been　reported　as　a　risk

伍ctor　fbr　poor　outcome　of　surgery．g　In　the　present

study，　nine（82％）of　l　l　eyes　that　had　submacular

hemorrhage　fbr　between　eight　and　25　days　had　visual

acuity　of　20／2000r　better　after　surgery，　which　was

virtually　identical　to　the　results　of　surgery　per丘〕rmed

seven　days　or允wer　after　the　onset　of　hemorrhage．　In

the　latter　group，　six　（86％）of　the　seven　eyes　had

visual　acuity　of　20／2000r　better．　In　contrast，　none　of

the　fbur　eyes　that　had　submacular　hemorrhage　fbr　30

days　or　longer　had　visual　acuity　after　surgery　of　better

than　20／200．　Surgery　was　perfbrmed　in　these　eyes

because　they　still　contained　unorganized，　red　hemor’

rhagic　material　at　the　macula，　despite　organized

white’yellow　hemorrhage　elsewhere（Fig．4）。　The

poor　results　in　these　eyes，　however，　suggest　that　the

bene丘ts　of　surgery　are　limited　when　hemorrhage　has

been　present　more　than　30　days．

　　Another　factor　affecting　the　success　of　our　proce，

dure　to　remove　submacular　hemorrhage　was　the

occurrence　of　sub丘）veal　neovascularization．　Subfbveal

neovascularization　was　detected　in　seven　eyes，　and

none　of　these　eyes　maintained　a丘nal　visual　acuity

better　than　20／200．　Thus，6nding　an　ef丘ctive　treat’

ment丘）r　persistent　sub五）veal　neovascularization　is　an

area　of　research　that　would　contribute　greatly　to

restoration　of　visual　acuity．

　　On　the　other　hand，　although　no　treatment　was

given五）r　subretinal　neovascular　membranes，　seven

eyes（32％）in　our　study　had　no　subretinal　neovascu’

larization　on　postoperative　且uorescein　angiography

（Fig．5）．　Furthermore，　a　report　in　the　literature

documents　18（75％）of　24　eyes　without　the　occur’

rence　of　a　choroidal　neovascular　membrane．9　There　is
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Fig．5（Kamei　and　associates）．　Patient　11．　Left，　Preoperatively，　preretinal　hemorrhage，　in　addition　to　thick　subretinal

hemorrhage　centered　on　the　fovea，　was　seen．　Right，　One　year　postoperatively，　visual　acuity　improved　from　20／800　to

20／40．No　choroidal　neovascularization　was　identi6ed　postoperatively．

aspeculation　in　the　literature　tha亡surgery　may

promote　regression　of　a　choroidal　neovascular　meln，

brane，q　but　the　mechanism　of　regression　of　neovascu，

larization　is　not　fully　known。

　　The　incidence　of　epiretinal　melnbrane　fbrmati〔〕n

after　vitrectomy　in　oしlr　study　seemed　higher　than　after

vitrectomy五）r　other　diseases．　This　hnding　may　resdt

from　the　presence　of　blood，　which　is　a　potent

stilnulator　of　retinal　pigment　epithelial　or　glial　pr〔）life，

ration．　It　has　also　beell　speculとltcd　that　the　posteri（）r

vitr臼｝us　attaches　ω　the　retina　at　a　higher　rate　in

patients　with　subretinal　neovascularizati（）n　than　in

age，1natched　controls，12　and　residual　vitreous　c（）rtex

after　surgical　relnovとll　lnay長〕rln　a　nidしls　for　epirethlal

melnbrane　K）rmatiOn．

　　Surgical　reInoval（）f　submacular　hem（）rrhage　has

the　fbllowing　positive　ef琵cts：（1）it：｜vt）ids　mechanical

damage　to　the　retina　caused　by　hbrin石orlnation　and

contraction；（2）it　redしlces　retmal　toxicity丘01n　iron

ions；and　（3）　it　rest〔〕res　the　metabdic　pathway

between　phot〈）receptor　and　retinal　pigment　epithehal

cells．　Thus，　sllrgical　removal　of　sll卜macular　hem〔｝r’

rhage　should　lead　to　Unpmvemellt　m　v　isllal　acuity　if

the　surgery　is　perfbrmed　be長）re　retinal　damage　is

irreversible．　Our　study　results　show　that　removal　of

the　hemorrhage　using　tissue　plasminogen　activator

and　perfluorocarbon　liquid　Inay　ilnprove　visual　acuity

evell　in　patients　with　risk伍ctors長）r　poor　oしltcome，

such　as　submacular　helnorrhage　present　more　than

seven　days　befbre　surgery，　presence　of　hemorrhagic

pigment　epithelial　detachlnent，　or　lnassive　subretinal

hemorrhage．9　Minimizing　trauma　m　the　retina　during

surgery　plays　an　ilnportant　role　in　the　success　of亡he

operatk）n　and　avddance　of　postt）perative　colnplica’

ti・ns．　Research　directed　t・ward　the　devel・pment・f

therapies　60r　af｛℃cted　retinal　pigment　epitl〕eliuln　and

ph・t・recept・r　cells　w・uld　als・hav・tl・・p・tential　h）r

ilnpn．ハved　visuaL　fullctk）n　il／patients　with　age－related

lnacular　degencrati〔m．

　　This　study　was　limited　by　the　lack　of　a　control

gr〔〕up，　although　the　natural　history　of　subretinal

hemorrhage　in　age’related　macular　degeneration　is

known　to　be　p（x、r．l　A　prospective，　randomized，

muldcenter　trial　that　mcludes　a　natural　history　group

would③nhrm　the　bel、ehcial　results〔．〕f　the　current

sしudy．
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