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1. Einfihrung

1. Einfiihrung

1.1 Einleitung und Zielsetzung

Makulaforamen gehdren zur Gruppe der traktiven Ngkathien, einer Gruppe von
Netzhauterkrankungen die den Bereich des scharfSedrens betreffen. Sie zeichnen sich
durch das Vorliegen von antero-posterior oder tange gerichteten Zugkraften an der
vitreoretinalen Grenzflache atrd.Die vitreoretinale Grenzflache ist die anatomis@renze
zwischen Glaskorper und Netzhaut. Hauptbestandeilvitreoretinalen Grenzflache ist die
innere Grenzmembran, die Membrana limitans intefiaM). Die Pathogenese der
Makulaforamen ist eng verknupft mit den altersbgtin Veranderungen des Glaskorpers
und mit der Entstehung epiretinaler Membranen. dfipiale Membranen (ERM) sind
pathologische Zell- und Kollagenansammlungen an@eerflache der Netzhaut mit einer
hohen Préavalenz in der Bevolkerung. Jeder Dritter (db6-Jahrige weist funduskopisch
sichtbare ERM auf.Von durchgreifenden Makulaforamen betroffene Pdtie leiden unter
einem massiven Sehverlust, der zu einer dauerh&gdehinderung fihren kann, die den

Alltag erheblich erschwert.

Als einzige Therapiemoglichkeit bei Makulaforamergilet sich derzeit die operative
Intervention. Zur Entlastung vitreoretinaler Trakten wird dabei der Glaskérper wahrend
der Vitrektomie von der Netzhaut gelost und die ILbn der Netzhautoberflache
mikrochirurgisch entfernt. Dieses sogenannte ,Regeéli der ILM zusammen mit

pathologischem, epiretinalem Gewebe ist wesentldbeussetzung fur eine erfolgreiche

Therapie, da die ILM eine bedeutende Leitschien&é&liproliferationen darstellen kann.

Es besteht jedoch Unklarheit dariber, welche Rdikeepiretinalen Zellproliferationen auf
der ILM bei der Entstehung von Makulaforamen spialed mit welcher Haufigkeit diese
epiretinalen Zellansammlungen an der ILM auftretébenso unklar ist weiterhin, ob sich
epiretinale Zellproliferationen bei idiopathischemezidivierenden und sekundéaren
Makulaforamen  unterscheiden. Derzeit wird angenommedass epiretinale
Zellproliferationen sekundar im Rahmen von altedshgten, pathologischen Veranderungen
an der vitreoretinalen Grenzflache entstehen. Simten dabei im Verlauf zu Progression
oder Rezidiv eines Makulaforamens fuhren. Mit Hiften licht- und elektromikroskopischen
Préaparationstechniken wurde in der Vergangenhe# ¥ielzahl von Zelltypen in epiretinalen
Zellproliferationen beschrieben. Dazu gehotren Zetlginalen und extra-retinalen Ursprungs
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1. Einflihrung

wie retinale Gliazellen (Makrogliazellen und Mikit@gellen), Hyalozyten, retinale
Pigmentepithelzellen, Fibroblasten und Myofibraiém sowie Makrophagént! Die genaue
Zuordnung und die Herkunft epiretinaler Zellen wijddoch erheblich durch eine
Transdifferenzierung der Zellen im epiretinalen aband erschwert, so dass
Untersuchungen, die allein auf morphologischen Beslbungen beruhen, keine ausreichende

Differenzierung aller epiretinaler Zellen ermdgkeh

Bisher wurden fir die Analyse von Praparaten dé Wind epiretinaler Zellproliferationen
mehrheitlich konventionelle Serienschnitte angejerDie Flachpraparation der ILM ist eine
neue Methode, die von Hisatomi und Mitarbeiterngeschlagen und durch Gandorfer und
Kollegen modifiziert wurdé?*® Die Flachpraparation erlaubt erstmals eine en face
Perspektive auf chirurgisch gewonnene ILM-Préaparatd diese Weise kdnnen Aussagen
Uber die tatsachliche Anzahl von Zellen, die Zelide und Zellverteilung in Praparaten der
ILM bei Makulaforamen getroffen werden, die vorhaittels Serienschnitttechnik nicht
maoglich waren. Des Weiteren erlaubt die Flachpréjgam durch den Erhalt der Antigenitat
des Gewebes die Kombination verschiedener Untewsigstechniken. In dieser Arbeit
werden nachfolgend die Ergebnisse von phasenkontuasl interferenzmikroskopischen
sowie immunbhistologischen Untersuchungen von ILMgaraten mittels Flachpraparation
vorgestellt. Die Praparate wurden von Patientenigiopathischen Makulaforamen °Ill nach
Gass, von Patienten mit sekundéaren sowie reziéndan durchgreifenden Makulaforamen
chirurgisch wahrend der Vitrektomie gewonnen undLaor fur Vitreoretinale Pathologie
und Elektronenmikroskopie der Augenklinik der Unsigit Minchen konsekutiv
aufgearbeitet. Die vorliegende Arbeit stellt neuegdbnisse Uber die Haufigkeit, die
Verteilung und die Herkunft von epiretinalen Zellem der ILM bei idiopathischen,
sekundaren und rezidivierenden Makulaforamen vaeg. BE¥gebnisse dieser Untersuchungen
sind fur das pathogenetische Verstandnis diesezhidaterkrankungen und fir das Vorgehen

in der Netzhautchirurgie bei Makulaforamen von wéiseher Bedeutung.



1. Einflihrung

1.2 Grundlagen

Die Membrana limitans interna (ILM), die innere @Gzenembran der Netzhaut, ist
Hauptbestandteil der vitreoretinalen Grenzflachelche die anatomische Grenze zwischen
Glaskorper und Netzhaut darstellt. Sie Ubertrage diaktiven Zugkréafte, die bei
Makulaforamen durch altersbedingte Veranderungen@laskorpers und durch epiretinale
Zell- und Kollagenansammlungen entstehen, aufrtigdééegene Netzhautschichten.

1.2.1 Vitreoretinale Grenzflache

Die ILM ist die Basalmembran der retinalen Mulldlze und besteht in Anlehnung an den
dreischichtigen Aufbau epithelialer Basalmembramaeis der Lamina lucida, der Lamina
densa und der Lamina fibroelasticd.Die retinalen Miillerzellen sind radiare Gliazelleie
sich von der ILM bis zur dul3eren Grenzmembran (Mamd limitans externa) erstrecken.
Hauptbestandteil der ILM sind Kollagen IV, VI und/Nl sowie die Glykoproteine Laminin
und Fibronektin®!’ Die ILM liegt den Endplatten der Miillerzellen, didie retinale
Nervenfaserschicht zur Glaskorperseite hin begrendieekt an. Die Dicke der ILM und die
Lange der Kollagenfibrillen der vitreoretinalen Gzéache variieren in den verschiedenen
Regionen der Netzhaut. So sind die langsten Katifegern in der Ora serrata und die
kirzesten in der Makularegion zu finden. Die deraskbrper zugewandte Seite der ILM, die
vitreale Seite, weist eine glatte Oberflache aud, r@tinale Seite der ILM zeigt hingegen
charakteristische Undulierungéht® Die unterschiedliche Oberflachenstruktur erlaubt in
morphologischen Schnittpraparaten der ILM eine eiide topographische Zuordnung von

vitrealer und retinaler Seite der ILM.
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Abb. 1: A) Das menschliche Auge (eigene Schema-ZeichniB)djlistologischer Schnitt durch die Retina mit
Darstellung der Schichten der Retina (1) Retinpréfinale Nervenfaserschicht, (3) innere Grenznramb
(VergréRerung 40x); (Jubal Harshaw; http://wwwisdmstock.com/pic-16360507/stock-photo-a-microscepi

cross-section-of-a-mammalian-retina-showing-théednt-layers.html)
1.2.2 Glaskorper

Der Glaskorper macht 4/5 des kompletten Augenvohsmaus und befindet sich in der
Camera postrema zwischen Linse und Retina. Zu 9@%iebt er aus einer viskosen
Flissigkeit, dem sogenannten Humor vitreus, welaresen Wasser (98% des gesamten
Glaskérpervolumens) aus Hyaluronsdure, Ascorbimsaurd dem Proteoglykan Versican
zusammengesetzt i$t.Des Weiteren finden sich einzelne Hyalozyten, ¢ttasten und
Makrophagen im Glaskorpét:?! Diese sind selten und kommen vorwiegend in der
Glaskdrperrinde vor. Das Kollagenfasergerist desskalrpergels, das sogenannte Stroma
vitreum, wird durch die Kollagene Typ II, V, IX undl gebildet. Kollagen Typ Il macht

dabei 80% des gesamten Glaskorperkollagend®aus.

Das kollagene Netzwerk des Glaskorpers ist in demdRonen dichter und an die
Basallamina von Retina und Ziliarkérper angeheftéie Kollagenfasern dieser
Glaskdrperrinde verlaufen parallel zur Netzhaut gt im Bereich des posterioren Pols
durch eine Art ,Zellkleber* aus Fibronectin, Lammni Opticin, Chondroitinsulfat und
Heparansulfat mit der Netzhaut verbundén® Im Bereich der Ora serata strahlen die
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1. Einflihrung

Kollagenfasern des Glaskorpers jedoch radiar ilNdizhautschichten ein und bilden so eine
feste, nicht I6sbare Verbindung an der Glaskormisbad An diese Kollagenfasern sind
Glykoproteine gebunden. Verdnderungen im Kollagemd Glykoproteingehalt des
Glaskadrpergels fuhren vermutlich zu einer Verfljasig des Glaskérpers mit zunehmendem
Alter.?2 Damit verbunden ist die Entstehung einer hinte@&askorperabhebung von der
Netzhaut.

1.2.3 Altersbedingte hintere Glaskorperabhebung

Mit zunehmendem Lebensalter verandert der Glaskogmne gleichmallige gelartige
Struktur.  Einerseits  bilden sich Kollagenverdiclgan, andererseits entstehen
flissigkeitsgefiillte Lakuneff. Das Glaskorpergel schrumpft. Auch die ILM untegtie
altersbedingten Veranderungen, die zu einer ZunattemneDicke und einer Abnahme der
Elastizitat der ILM filhren sowie zu einer Abnahmenv Laminin?>24 Durch das
Zusammenspiel der altersbedingten VeranderungerGtieskorpers und der vitreoretinalen

Grenzflache wird eine altersbedingte hintere Glgs&@bhebung hervorgerufen.

Die altersbedingte hintere Glaskorperabhebung bégoerifoveal ungefahr ab dem 40.
Lebensjahr und setzt sich danach langsam Uber &egraum von Jahren in die Peripherie
fort.?® (Abb. 3) Dabei kann es zur Ausbildung vitreomakedaoder vitreopapillarer
Adhasionen kommen, die antero-posterior oder tamgegerichtete Zugkrafte auf die
Netzhaut ausiiben. Oft ist die Stelle des scharfSadrens betroffen. Ort dieser vitreoretinalen
Anheftungen ist die ILM. Bereits bei 70% aller 78hdgen und bei 85% aller 80-Jahrigen
liegt eine komplette hintere Glaskdrperabhebung teer der sich der Glaskorper komplett
von der Netzhaut gelost h&tLiegen vitreoretinale Adhasionen vor, spricht nvam einer
inkompletten oder partiellen hinteren Glaskoérpegdhimng? Wenn durch eine Abhebung des
Glaskorpers Reste von Glaskoérperkollagen der Gtaskiinde an der Netzhaut verbleiben,
sprich man von einer ,anomalen“ hinteren Glaskapkebung, einer ,Vitreoschisist.Der
Verbleib von Glaskoérperkollagenfibrillen an der ILigt mit der Entstehung pathologischer
mehrschichtiger epiretinaler Membranen an der afiére Seite der ILM assoziiert, die

ihrerseits eine Traktion auf die Netzhaut austkiment31°
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1. Einfihrung

Abb. 2: Schematische Darstellung der zeitlichen Abfolgeeaitersbedingten hinteren Glaskodrperabhebung
(PVD). A) Vitreoretinale Grenzflache ohne PVD. Bntére Glaskorperabhebung im superioren Quadratéen
Perifovea. C) Ausdehnung der Glaskdrperabhebungdibgesamte Perifovea mit persistierender Aningftan

der Fovea sowie der Papille. D) Glaskorperabhelawiogy Uber der Fovea mit vitreopapillarer Adhasten.

Komplette PVD. (Uchino E, Uemura A, Ohba N. Initshges of posterior vitreous detachment in heaes

of older persons evaluated by optical coherencetpaphy. Arch Ophthalmol. 2001;119(10):1475-1479.)
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1. Einfihrung

1.3 Makulaforamen

Ein Makulaforamen ist definiert als Defekt der Ratim Bereich der Makula, der bis auf
seltene Ausnahmen die Fovea betffftBei durchgreifenden Makulaforamen sind alle
retinalen Schichten bis zum retinalen Pigmentepitietroffen. Die Angaben uber die
Pravalenz der durchgreifenden Makulaforamen schemnkh der Literatur erheblich
zwischen 0,02% und 0,33%::?° Idiopathische Makulaforamen treten bei Frauen fiiige

drei Mal haufiger auf als bei Manneit?’

Abb. 3: Funduskopie. (A) Normalbefund. (B) Durchgreifendiéskulaforamen.

(Fotoarchiv der Augenklinik der Ludwig-Maximiliangniversitat Miinchen)

1.3.1 Stadieneinteilung nach Gass

Die haufigste Einteilung der Stadien eines durdfgmden idiopathischen Makulaforamens
ist die Einteilung nach Gass? Diese viel genutzte Klassifikation basiert auf
biomikroskopischen Beobachtungen und hat im klmésc Alltag trotz neuer bildgebender
Verfahren weiterhin Bedeutung:

» Makulaforamen °I: Dieses Stadium wird in die Stadiea und Ib unterteilt.
Biomikroskopisch zeigt sich der Defekt als 50-10@ groRRer, zentral gelegener
gelber Punkt (Stadium la), der sich im Stadium I #ergro3ernder gelber Ring
darstellt.

13



1. Einflihrung

» Makulaforamen °ll: Dieses Stadium ist durch einemtealen, foveolar gelegenen
Netzhauteinriss beziehungsweise eine zunehmendgrdfimrung des Defektes von
200-400um charakterisiert.

» Makulaforamen °lll: Dieses Stadium beschreibt eivefistdndig durchgreifenden
Defekt grof3er 40Qm, bei dem eine inkomplette hintere Glaskorperabhglvorliegt.

» Makulaforamen °IV: Dieses Stadium beschreibt einkiaforamen grol3er als 400
um mit einer kompletten hinteren Glaskorperabhebuxig. verlasslichstes Zeichen
einer kompletten hinteren Glaskorperabhebung gitted der Nachweis eines Weiss-

Ringes.

1.3.2 Pathogenese

Ursprunglich wurde die Entstehung eines durchgndée idiopathischen Makulaforamens
einem degenerativen Prozess zugeschrieben. Dabedewangenommen, dass die
Lochentstehung auf eine vaskulare Insuffizienz ekzifiihren set®31:32 Spater wurde

erkannt, dass fur die Entstehung idiopathischer WN&&ramen die Ausbildung einer
vitreomakularen Traktion wichtige Voraussetzung®f8t3!33 Der altersbedingten hinteren
Glaskorperabhebung und der Entstehung persistieranitieomakularer und vitreopapillarer

Adhasionen kommt dabei eine wesentliche Bedeuturig®4°

Seit der Einfuhrung der Optischen Koharenztomoge(fCT) ist die urspringliche Theorie
von Gass zur Pathogenese durchgreifender idiogathisviakulaforamen erganzt wordet.
Vor allem Gaudric et al. hat 1999 auf der Grundlageer Erkenntnisse mittels OCT den
Verlauf der Entstehung eines durchgreifenden idlipehen Makulaforamens schematisch
neu dargestelftt (Abb.4)

(A) Normale Fovea. Der hintere Glaskorper ist adied und durch eine

unterbrochene Linie gekennzeichnet.

(B) Durch Glaskorpertraktion entsteht ein zystischaum innerhalb der Fovea.

Perifoveal ist der Glaskdrper von der Retina algje[®akulaforamen °I nach Gass)

(C) In der fovealen Zyste hat sich eine Dehiszemaviekelt, die die Schichten so
auseinander zieht, dass sich ein vollstandig duettemder Makuladefekt entwickelt.

(Makulaforamen °ll nach Gass)

14



1. Einflihrung

(D) Der Glaskorper ist inkomplett gelést. Ein Psa@perkulum hat sich
herausgebildet. (Makulaforamen °lll nach Gass)

(E) Der Glaskdrper hat sich nun vollstadndig vomtéien Pol der Netzhaut gelost.

(Makulaforamen °IV nach Gass)
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1. Einflihrung
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Abb. 4: Darstellung der Pathogenese eines Makulaforamettsl$rOCT-Aufnahmen nach Gaudric et al.. (A)

Diagramm einer normalen Fovea. Der hintere Glasktigi anliegend und durch eine gestrichelte Linie

gekennzeichnet. (B) Ein beginnendes Makulaforamigrimem zystischen Raum innerhalb des fovealen
Umbos. Perifoveal ist der Glaskorper von der Redingeldst. (entspricht Gass 1) (C) Ein Makulaforarfié
nach Gass. In der fovealen Zyste hat sich eine€2ehi entwickelt, die die Schichten so auseinarnidét, dass
sich ein duchgreifendes Makulaforamen entwick&. Ein durchgreifendes Makulaforamen °lll nach Gé3sr
Glaskorper ist nun vollstandig losgeldst von deikia jedoch nicht von der Papille. Ein kleines Rkeu
Operkulum hat sich herausgebildet. (E) Ein Makuiafieen °IV nach Gass. Der Glaskorper hat sich nun

vollstandig von der Retina geldst. Meist ist auchWeiss-Ring in der Biomikroskopie sichtbar.

(La Cour M, Friis J. Macular holes: classificati@pidemiology, natural history and treatment. A@fzhthalmol
Scand. 2002;80(6):579-587.)
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1. Einflihrung

Diese Darstellung von Gaudric et?4l. basiert auf OCT Untersuchungen und stellt die
Bedeutung des Glaskdrperstatus in der Diagnosastell eines idiopathischen

Makulaforamens heraus. Wesentlicher Unterschiedcwen der Einteilung nach Gass und
der Darstellung von Gaudric et al. ist die Dokuraéioh des Vorliegens einer inkompletten

bzw. kompletten hinteren Glaskdrperabhebung.

Die Rolle epiretinaler Zell- und Kollagenansammlengoei der Pathogenese idiopathischer
Makulaforamen ist jedoch nicht vollstandig gekl&awohl die Herkunft epiretinaler Zellen
als auch die Transdifferenzierung epiretinaler etelzu kontraktilen Myofibroblasten ist
Gegenstand aktueller Untersuchungen. Es wird daawesgegangen, dass retinale und
extraretinale Zellen bei der Entstehung epiretinddembranen beteiligt sint®. Vermutlich
konnen aktivierte retinale Gliazellen von der rakem auf die vitreale Seite der ILM
migrieren und dort proliferieretf. Aber auch Hyalozyten konnten bei der Entstehung
epiretinaler Membranen eine wichtige Rolle spiéfef. Durch epiretinale Zell- und
Kollagenansammlungen kénnen tangentiale Traktiomender vitreoretinalen Grenzflache

entstehen, die im Verlauf zur Ausbildung eines Mafaramens beitragels.

Die rezidivierenden Makulaforamen unterscheiderh sic ihrer Pathogenese durch einen
bereits operativ entfernten Glaskorper von idiopatien Makulaforamen. Dass bei
Vorliegen eines Makulaforamens eine operative \aetion indiziert ist, haben verschiedene
Untersuchungen seit Anfang der 1990er Jahre nachgemi®***° Als rezidivierend werden
Makulaforamen bezeichnet, die nach der Vitrektomaés anatomisch geschlossen
dokumentiert waren. Makulaforamen, die bereits geniTage oder Wochen nach der
Vitrektomie nicht anatomisch verschlossen sind,dearals persistierend bezeichnet. Die
Angaben Uber die Pravalenz von rezidivierenden ogensistierenden Makulaforamen
schwanken in der Literatur erheblich. Durch ILM-keg wéhrend der Makulaforamen-
Operation konnte in den letzten Jahren der Opearsdidolg erheblich gebessert werden, so
dass 95% der Makulaforamen erfolgreich nach deéerigitrektomie verschlossen bleib&n.
Uber Rezidive von Makulaforamen wurde jedoch auabhnvielen Jahren nach Operation
berichtet}’

Sekundare Makulaforamen sind durch vorangehendenTata oder Vorerkrankungen bzw.
Voroperationen von den idiopathischen Makulaforamaabzugrenzen. Zu den
Vorerkrankungen zéhlen beispielsweise zystische Uldg@kleme, rhegmatogene Ablationes,

Morbus Best, akzidentielle Exposition zu Laser-8&a/-Energien, Myopie, Verletzung

17



1. Einfihrung

durch Blitzschlag sowie die proliferative diabetisc Retinopathié®*¢-°0 Bei den

traumatischen Makulaforamen wird davon ausgegand@ss eine direkte Kraftibertragung
von den vorderen Augenabschnitten auf die Makwd#fstdet und dies zu einer Ruptur der
retinalen Schichten im Bereich der Fovea fihNitreoretinale Traktionen durch plétzliche
Bulbuskompression spielen eine wichtige RéfleHochgeschwindigkeitsaufnahmen von
stumpfen Traumata zeigten, dass es zunachst zukgimdellung der Kornea kommt. (Abb. 5)
Anschlie3end expandiert die aquatoriale Zone degedibei gleichzeitiger Abflachung sowie
Verlagerung des posterioren Poles. Diese tramptijem Bewegungen fluhren zu einer

vitreoretinalen Traktion auf die Netzhadit>?

Abb. 5: Aquatoriale Ausbreitung des Bulbus als Reaktioneané stumpfe Kontusion.

(Johnson, R. N., H. R. McDonald, et al. (2001).dmatic macular hole: observations, pathogenesistesults
of vitrectomy surgery." Ophthalmology 108(5): 85378
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Abb. 6 Augendeformation wahrend der ersten 1,9 Milliselamdrdinate: Dimensionen des Auges in Prozent
vom Ausgangszustand. Abszisse: Zeit nach Aufsahladjllisekunden. Der posteriore Pol ist auf dem

Nullpunkt der Ordinate, wahrend der anteriore RbIRunkt 100 projiziert ist.

(Delori, F., O. Pomerantzeff, et al. (1969). "Dafation of the globe under high-speed impact: dtreh to
contusion injuries." Invest Ophthalmol 8(3): 29030

1.3.3 Diagnosestellung

Die Diagnose eines Makulaforamens basiert auf demikroskopischen Untersuchung
entsprechend der Stadieneinteilung nach &s&sr Diagnosestellung eines durchgreifenden
Makulaforamens dient der Watzke-Allen-Test, detztroeuer bildgebender Verfahren im
klinischen Alltag weiterhin von Bedeutung ist. Beeéser Untersuchung wird dem Patient ein
schmaler Lichtspalt tber den Defekt der Makula iprejt. Bemerkt der Patient eine

Unterbrechung dieses Spalts, so gilt der Testasitip.3*>+>°

Patienten mit durchgreifenden Makulaforamen vezhemassiv an Sehschérfe und berichten
uber Metamorphopsien und tiber zentrale Gesichtsédttte®:>” Erste Hinweise auf ein
pathologisches Geschehen im Zentrum der Retinaragsh bereits mit einfachen Selbsttests

des Patienten gewinnen. Marc Amsler, ein schweizleer Ophthalmologe, entwickelte zu
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Beginn des 20. Jahrhunderts das nach ihm benammsteAGitter. Dabei handelt es sich um
eine circa 40x40 cm Rastergitter mit einem mittngebrachten Punkt, welchen der Patient
monookular fixieren muss. Physiologischerweise bblelie Gitterstruktur des Rasters bei
Fixation des mittleren Punktes erhalten. Bei Magathien mit Beteiligung der Fovea kdnnen
sich die Gitterlinien verschieb&f Sollte der Patient eine Veranderung des Rastenetken,

so ist eine weitergehende Diagnostik notwendig.

Abb. 7: Bild einer typischemincushion Metamorphopsie. Links ist der physiologische Zndtau sehen. Rechts
sieht man die Abbilder, die durch eipi@cushion Metamorphopsie entstehen. (A) Im Amsler-Gitteheie sich
die Linien zusammen. (B) Die typischen Gesichtsveesiungen, bei denen die Gesichtsmerkmale zum Punkt
der Fixation hingezogen werden.

(la Cour M, Friis J. Macular holes: classificatiopijdemiology, natural history and treatmeftta Ophthalmol Scand.
2002;80(6):579-587)

Durch die Einfihrung der optischen KoharenztomogiadOCT) im Jahr 1991 wurde es
madglich, durch eine standardisierte Untersuchumgitsebeginnende retinale Defekte sichtbar
zu machenr? Eine Dekade spater wurde dieses Verfahren durexI@r et af® bedeutend

weiterentwickelt. Das OCT kann als Schnittbildvaren verstanden werden. Mittels einer
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1. Einflihrung

Lichtquelle und eines Retro-Reflektors kdnnen malenUnterschiede in der Interferenz des
reflektierten Lichtes wahrgenommen und entsprechemdher eingegebener Muster

rechnergestiitzt korreliert werdéh.

Des Weiteren kann zur Diagnostik die Fluoreszengidgraphie verwendet werden, dabei
handelt es sich um ein kontrastmittelgestitztddgbbendes Verfahren zur Beurteilung des
Gefal3status des Augenhintergrunds. Mithilfe ze#stater Fundus-Aufnahmen vor, wahrend
und nach Kontrastmittel-Gabe kann eine Aussage déerGefaldstatus in der arteriellen und
der vendsen Phase sowie Uber einen Austritt indedga FlUssigkeit in die Retina selbst

getroffen werdef!6?

Eine weitere Mdglichkeit der Beurteilung von Makolamen stellt die Autofluoreszefi?*

oder die Sonographie dar. Letztere kann insbesendas Verhdltnis des Glaskorpers zur

Retina darstellen und somit eine Glaskdrper-Abhglokumentieref?6°

200 yrn

Abb. 8: a) Fluoreszenz-Angiografie eines durchgreifendekwédoramen, b) OCT eines Makulaforamen °IV

mit Operkulum und dargestelltem abgehobenem Glaskéfortex.

(Schumann RG, Gandorfer A. Vitreoretinale degenezdlakulaerkrankungen Klin Monbl Augenheilkd. 20227 (4))
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1.3.4 Chirurgische Therapie

Seit der ersten Beschreibung eines Makulaforamarchdnapp 1869 galt diese Erkrankung
mehr als einhundert Jahre als nicht therapitbBrst seit der Einfihrung der Vitrektomie
durch Kelly und Wendel 1991 konnte das Makulaforarbehandelt werdeft:*® Die pars
plana Vitrektomie (ppV) bei Makulaforamen ist zunain Standardverfahren mit hoher
Erfolgsrate geworde?$:*°

Ziel der Makulachirurgie ist es, durchgreifendedmen zu verschlie3en. Die Indikation zur
Operation wird heute bei idiopathischen Makulafoganab einem Makulaforamen °ll nach
Gass gestellt sowie bei rezidivierenden und sekemdislakulaforamen. Vor allem Kim et al.
sowie Freeman et al. legten mit ihrer gemeinsam#redfomy for Macular Hole Study
(VMHS) den Grundstein des heutigen therapeutisstegehens®>°

Des Weiteren wird seit mehr als 10 Jahren die IlMch kompletter Entfernung des
Glaskoérpers, von der Netzhaut abgezogen. Das Bealar ILM verfolgt das Ziel,
vitreoretinale Traktionen sicher von der Makulaenifernen, ebenso wie epiretinale Zell- und
Kollagenansammlungen. Da die ILM als Leitschiene Re-Proliferationen epiretinaler
Zellen dient, ist ihre Entfernung operative Zielyabe zur Reduktion von Rezidiven und Re-
Proliferationen gewordeff. Die ILM wird beim Peeling oft mit einem Farbstdadfchtbar
gemacht, da sie durchscheinend ist und schwer eiflegr Als Farbstoff wurde ab 2000
Indozyanin Grin oder Trypan Blau verwendet. Heuéeden vornehmlich neuere Farbstoffe

wie Brilliant Blau G genutzt! "2

Eine zeitnahe Vitrektomie nach dem ersten Auftreten Symptomen geht mit besseren
Ergebnissen einher. Aul3erdem verbessert sich dgnBse je kleiner das Foramen ist, sowie
bei einem guten praoperativen VistisFerner wird das Resultat von der Erfahrung des
Operateurs beeinflusst. Eine pars plana Vitrektohaie einige spezifische Komplikationen.
Neben Komplikationen wie postoperative Infekte (zEhdophthalmitis) oder intraoperative
Blutungen werden postoperative KataraktentwickluNgizhautablésungen, Umbauten des
retinalen Pigmentepithels, Wiedererdffnung von teads verschlossenen Makulaforamen,
choroideale Neovaskularisationsmembranen, zystiddhkulabdeme, Gesichtsfeldverluste
und parazentrale Skotome als mogliche Komplikationerwahnt! Die Rate der
Wiedereréffnung von postoperativ verschlossenenuldéramen liegt bei 5-1098:47:73.74
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1.4 Praparation der inneren Grenzmembran

1.4.1 Neue Flachpraparation und konventionelle Seznschnittpraparation

Histopathologische Untersuchungen operativ enterepiretinaler Membranen enthielten
zunachst akzidentiell Teile der ILKA. Daraufhin wurde das Gewebe der vitreoretinalen
Grenzschicht durch histopathologische, licht- utekteomikroskopische Analysen genauer
untersucht:? 711171876771 diese Untersuchungen basierten darauf, daseBevjeweils in
der Sagittalebene als Schnittpraparat aufzuarbel@@®m Erstellung von Schnittpraparaten
erlaubt eine eindeutige Zuordnung fibrozellularesliferationen zur vitrealen oder retinalen
Seite der ILM. Dadurch konnten Zellen und Kollage der ILM identifiziert werden. Die
Verteilung dieser Zell- und Kollagenansammlungeri der gesamten Flache des ILM-
Praparates sowie die Gesamtflache der entferntéh kionnten jedoch nur anndhernd
bestimmt werden. Des Weiteren wird trotz der Ehsitgl von Serienschnitten nur ein geringer

Teil des gesamten Praparates analysiert.

Erst Hisatomi et al. zeigten mit ihrer ,Bird’s Ey®&tethode einen Weg auf, die Zellverteilung
im gesamten ILM-Praparat zu untersucheff. Gandorfer et al. modifizierten die Technik
und etablierten die neue Flachpraparation der ILMr fdie Phasenkontrast- und
Interferenzmikroskopie sowie fir die Immunhistoktiii* Auf diese Weise kann sowohl die
Zellzahl als auch die Zellverteilung des gesamtadp&rates analysiert werden. Der
besondere Vorteil der Flachpraparation von ILM epdtetinalen Zellproliferationen liegt im
hervorragenden Erhalt der Antigenitat. Weiterhimikén Praparate, die als Flachpraparat
analysiert wurden und immunhistologisch aufgeaebeitwurden, trotzdem einer
konventionellen Serienschnittpraparation fur eirechiolgende elektronenmikroskopische

Untersuchung zugefuhrt werden.

1.4.2 Immunhistologische Untersuchung am Flachpréapat

Um die Zellen immunhistologisch mittels Fluoreszmikroskopie zu differenzieren, werden
Antikdrper genutzt, die gegen zellulare StruktufEpitope) der jeweiligen Zellen gerichtet
sind. Nachdem die spezifischen Antikérper eine Bimgimit den Epitopen eingegangen sind,
werden die verbliebenen, nicht gebundenen Antikdgoesgewaschen. In einem zweiten

Durchlauf werden diese Epitop-Antikdrper-Verbindang mit Farbstoff-markierten
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Antikorpern in Kontakt gebracht, die eine Bindungt mlem initialen Epitop-Antikorper-
Komplex eingehen. Die ungebundenen Antikorper weradgneut ausgewaschen. Der
fluoreszierende Farbstoff kann nun mithilfe eindsiréeszenz-Mikroskopes in dem zu

untersuchenden Gewebe sichtbar gemacht werdeh.

1.4.3 Zellspezifische Antigene epiretinaler Zellpridferationen

Die immunhistologischen Zellmarker anti-GFAP (Zial&tur: Gliazellen), anti-SMA
(Zielstruktur:  Aktinfilamente), anti-CD-45 (Zielstktur: Hyalozyten), anti-CD-68
(Zielstruktur: Makrophagen) und  anti-CytokeratinPan(Zielstruktur: retinale

Pigmentepithelzellen) werden im folgenden néheclésben:

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) beschreibt ines der wichtigsten
Intermediarfilamentproteine in Gliazellen. DiesestBin ist insbesondere als ,Stressprotein”

in Astrozyten und Miillerzellen zu findéf.

Dasa-Aktin des glatten Muskelsi{Smooth-Muscle-Actin &-SMA) gehort zur Gruppe der
Aktinproteine, die die Zellmotilitat, -struktur unéhtegritéat mafRgeblich beeinflussen. DRas
Aktin gehort zu den Proteinen, die im kontraktikgpparat der glatten Muskelzellen zu finden
sind. Synonym flra-SMA stehen die Bezeichnungen ACTA2, AAT6, ACTSAdun
MYMY5. 85

Cytokeratin-Pan beschreibt einen Sammelantikorpgeg die Cytokeratine 1, 4, 5, 6, 8, 10,
13, 18 und 19. Alternativ wird fur Cytokeratin audéis Kirzel KRT verwendet. Keratine sind
Intermediarfilamentproteine, die fur die struktigel Integritdt von Epithelzellen
verantwortlich sind. Dabei paaren sich immer 2 Arteon Cytokeratinen und bilden
heterogene Gruppen von Keratinketten. Einzig Cytatke 19 paart sich nicht. Dieses Protein
findet sich vor allem in der Entwicklung der Epitredlen8-°

Das CD-45-Protein ist Teil der Gruppe von Tyrosiogphatase-Proteinen (PTP). In der
Molekularbiologie wird vorrangig die Bezeichnung PR (protein tyrosine phosphatase,
receptor type, C) verwendet. Synonym sind auctBdgriffe LCA, LY5, B220, L-CA, T200,
CD45R und GP180 zu finden. Die PTP sind Signalmdkik die eine Reihe von
Zellprozessen steuern. Sie spielen eine Rolle bwAchstum und -differenzierung, Mitose

und onkologischer Entartung. Exprimiert wird CD45Zellen der Hamatopoese. Vor allem
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findet es sich bei Regulation von T- und B-Zell-iyenrezeptorsignalen. Dabei wirkt CD-45
entweder direkt am Rezeptor der jeweiligen Leukeazytoder durch Aktivierung
intrazellularer Signalweg¥. Des Weiteren finden sich CD-45-Proteine in der ppru der

Hyalozyten®®

CD-68 beschreibt ein Transmembran-Glykoprotein, dasrangig in Monozyten und
Makrophagen exprimiert wird. Ferner gehort es zuamilie der LAMP-Proteine
(lysosomal/endosomal-associated membrane glycopyofedoch findet es sich auch an der
Zelloberflache. AulRerdem findet sich CD-68 in deu@e der Scavenger-Rezeptor-Familie.
Typischerweise finden sich Scavenger-Rezeptoremdisktoren der Phagozytose, sowie der

Rekrutierung und Aktivierung von Makrophag@n.
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2. PATIENTEN UND METHODEN

Die Praparate der inneren Grenzmembran (ILM) wundam 50 Patienten wahrend der pars
plana Vitrektomie gewonnen. Eingeschlossen wurdeatieften mit idiopathischen,
rezidivierenden und sekundaren Makulaforamen, dieZeitraum von Oktober 2007 bis
August 2009 an der Augenklinik der Ludwig-MaximiigUniversitat Minchen operiert
worden sind. Die Patientendaten wurden retrospekisgewertet und das zu untersuchende
Material entsprechend der Diagnose in die drei &&ipgruppen der idiopathischen,
rezidivierenden und sekundaren Makulaforamen egilfjet Insgesamt wurden 50
Flachpraparate der ILM immunhistologisch, interfere und phasenkontrastmikroskopisch

untersucht.

2.1 Patientenkollektiv

2.1.1 Retrospektive Analyse der Daten

Von den insgesamt 50 Préparaten lieRen sich 2GRxt&#pden idiopathischen Makulaforamen
im Stadium Gass lll, 11 Praparate den sekundarekuldforamen und 13 Praparate den
rezidivierenden Makulaforamen zuordnen. Von dieGeappen wurden Patientendaten, wie
Name, Geburtsdatum, Operationsdatum, PatientenaltkiGeschlecht dokumentiert. Ferner
wurden die behandlungsspezifischen Fakten erfBsstu zahlten das Operationsdatum, das
operierte Auge (linke oder rechte Seite), die Opanaindikation/-diagnose, die
Erstdiagnose, die Zeitdauer zwischen zwei Operatigbei rezidivierenden Makulaforamen),
der Operateur sowie die Art der Operation, die Dameischen Symptombeginn und
Therapie, das Vorhandensein von Metamorphopsiem, Ldesenzustand vor/nach der
Operation (phak/pseudophak), der Visus vor/nach G@greration, der Zustand des

Makulaforamens nach der Operation sowie die arefgéblide Nachbeobachtungszeit.

2.1.2 Operatives Vorgehen

Die Patienten erhielten entweder eine 23 gaugedgplana Vitrektomie oder eine 20 g pars
plana Vitrektomie. Bei den rezidivierenden Makulafben wurden die Patienten

ausschlief3lich mittels 20 g pars plana Vitrektooperiert. Die Patienten mit idiopathischen
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Makulaforamen wurden 8 Mal mittels 23 g Vitrektonuied 18 Mal mittels 20 g pars plana
Vitrektomie behandelt. Bei den Patienten mit sel@eoh Makulaforamen wurde die
Vitrektomie 4 Mal in 23 g-Technik und 7 Mal in d2® g-Technik durchgefuhrt.

Dabei unterschieden sich die beiden operativen fiikeh im Durchmesser der eingesetzten
Trokare. Die 23 g Trokare besitzen einen Aul3enduedser von 0,6 mm. 20 g Trokare
haben einen Aul3endurchmesser von 0,9 mm. Zunachelew 3 pars plana Zugange
angelegt. Die Ablosung des Glaskorpers von demBetiurde mit dem Vitrektom tber der
Papille begonnen und anschlielend nach periphégefatzt. Nachdem der Glaskorper
entfernt war, wurde die transluzide ILM mit dem Ib&off Brilliant Blau angefarbt, um sie
sichtbar zu machen. Anschlie3end wurde die ILMetsteiner gebogenen Kanule (28 g) oder
einer Eckardt-Pinzette von der Makula abgezogeg. (HoVI-Peeling). Danach wurde eine
C2F6-Gasmischung in den Glaskorperraum injiziemmZSchluss wurden die Trokare

entfernt. Die Patienten wurden angewiesen, eind-Kag-Lage Uber 2-3 Tage einzuhalten.

2.2 Methoden

Mithilfe der Flachpréparation war es erstmals nagldie Zellzahl und die Zellverteilung auf
der ILM sichtbar zu machen. Zusétzlich konnte diiigerenzierung der Zellen, die sich auf
ILM fanden, vorgenommen werden. Die daflr eingasetAntikorper sind iTabelle 1 mit

der entsprechenden Zielstruktur aufgelistet.

Antikorper Zielstruktur
GFAP Gliazellen
CD-45 Hyalozyten
aSMA Aktinfilamente
CD-68 Makrophagen
CytokeratinPan retinale Pigmentepithelzellen

Tab. 1: Auflistung der verwendeten Antikérper und ihrervgligen Zielstruktur.
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2.2.1 Flachpraparation

Die operativ entfernten Membranen wurden umgehendeiner LOsung aus 4 %
Paraformaldehyd und 0,1 % Glutaraldehyd bei 4°C riindestens 24 Stunden fixiert.
AnschlieRend wurden die ILM-Préparate unter eingsreé®mikroskop (Leica MS5, Leica
Microsystems, Wetzlar) auf einem Objekttrager imeen Tropfen ImmunoSelect® Antifading
Mounting Medium DAPI (AKS-38448, Dianova, Hamburgphusgebreitet. Die
Flachpraparation erfolgte dabei mit einer Glaspgeto dass moglichst das Praparat flach
ausgebreitet wurde. Zum Abschluss wurde mit eineokDlas die ILM in Position gehalten.
Die Praparate wurden nun mit einem modifiziertemoFészenz-Mikroskop (Leica DM 2500,
Wetzlar, Deutschland) in Phasenkontrast- sowiat@rferenz-Technik untersucht.

2.2.2 Interferenz- und Phasenkontrastmikroskopie

Die Phasenkontrastmikroskopie wurde in einer op@ac Kontrastanreicherungstechnik
durchgefuhrt, um die Strukturen der durchscheinend#M besser zu verstarken. Diese
Bildverstarkung wurde dadurch erreicht, dass kteingeranderungen in der Phase in

entsprechende Amplitudenverstarkung des eingeheBittias resultierten.

Die Interferenzmikroskopie diente der Verdeutlichwon oberflachlichen Veranderungen
der ILM. Dazu wurde das Licht von der Quelle auggehin zwei Strahlen geblindelt und auf
dem Objekttrager erneut zusammengefuhrt. Dadureimteo vor allem kleinste, erhabene

Details wie Zellkerne oder Zellfortsatze auf demMidargestellt werden.

2.2.3 Immunbhistologie

Entsprechendabelle 2wurden die ILM-Praparate zuerst einer zweifacheasttiung mit 0,1

M PBS-LAsung unterzogen, bevor sie enzymatisch dei@d werden konnten. Dazu wurde
0,1 % Pepsin (P 7000, SIGMA Aldrich, St. Louis, USA 0,1 M PBS-Puffer gelést und 30
Minuten auf den Membranen belassen. AnschlieRBemolger eine erneute zweimalige
Auswaschung mit PBS. Im nachsten Schritt wurdenildvePréaparate fir 2 bis 3 Stunden in
einer Losung aus 5 % Normal Donkey Serum (017-02D-0ackson ImmunoResearch, West
Grove, USA) in PBTA (0,5 % Albumin Bovine Serum [@30, SIGMA Aldrich, St. Louis,
USA], 0,1 % Triton-X-100 [X100, SIGMA Aldrich, St.ouis, USA] und 0,1 % Natriumazid
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[822335, MERCK, Darmstadt, Deutschland] in 0,1 M3}Rjebadet. Danach erfolgte eine
erneute Auswaschung fur 3 Mal 5 Minuten in PBTA.nNuurden die ILM-Préparate tber
Nacht mit den jeweiligen primaren Antikorpern inkenfb. Dabei wurden zwei verschiedene
Kombinationen verwendet. Zum einen wurde polyklesal anti-GFAP (Z 0334,
DakoCytomation, Glostrup, Danemark / Kaninchenamplkr) zusammen mit anti-CD45 (sc-
1123, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa CruzA W&iegenantikérper) kombiniert, und
zum anderen wurde monoklonales anti-Pan Cytokef@ti?562, SIGMA, Saint Louis, USA /
Mausantikorper), anti-GFAP (Z 0334, DakoCytomatiorGlostrup, Danemark /
Kaninchenantikorper) und anti-CD68 (sc-7092, S&az Biotechnology Inc., Santa Cruz,
USA / Ziegenantikdrper) gemeinsam verwendet. DascMingsverhaltnis zwischen den
Antikérpern und PBTA betrug dabei 1:50. Fiur die Agontrollen wurden jeweils die

primaren Antikorper weggelassen. Alle anderen Reimasschritte blieben unverandert.

Nach der ersten Antikdrperbehandlung tUber Nachtdewrdie ILM-Praparate erneut mit
PBTA fur 3 Mal 10 Minuten gewaschen. Im Anschlussigte die zweite

Antikorperbehandlung. Dazu wurden mit FluoreszeadbBtoff Cy 3 markiertes
monoklonales anti-Smooth-Muscle-Actin (C 6198, SIGMA, Saint Louis, SA /

Mausantikorper) bzw. Cy 3 (715-165-150, Dianovantburg, Deutschland, Emission bei
570 nm, rote Farbe / Mausantikérper) sowie Cy 25{Z25-150, Dianova, Hamburg,
Deutschland, Emission bei 508 nm, griine Farbe irf€aenantikdrper) und Cy 5 (705-175-
003, Dianova, Hamburg, Deutschland, Emission bel0 67m, infrarote Farbe /
Ziegenantikoérper) verwendet. Abhangig von der Vbargllung mit den primaren
Antikdrpern wurden diese Antikorper lichtgeschitizt 2 Stunden auf die ILM-Praparate
gegeben. Das Mischungsverhaltnis zwischen PBTA Amickorper betrug dabei 1:100. Im
Anschluss wurden die Membranen 4 Mal fir jeweilsMi@uten in PBTA gewaschen, bevor
sie einem zweiten Waschgang in 0,1 M PBS fur 3 M8linuten unterzogen wurden. Zum
Abschluss wurden die gefarbten ILM-Préaparate analeg Flachpréaparation auf einen
Objekttrager aufgebracht, zusammen mit DAPI Moumt®ledium ausgebreitet und mit

einem Deckglas abgedeckt.
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8.

9.

Waschen in 0,1 M PBS (pH 7.4)
enzymatische Demaskierung: 0,1% Pepsin in 0, BS-Puffer (pH 7,4)

Waschen in 0,1 M PBS-Puffer (pH 7,4)

. Waschen in Inkubationspuffer PBTA

1. Antik6rperkombination (1:50) in PBTA
Waschen in Inkubationspuffer PBTA
2. Antikbrperkombination (1:100) in PBTA

Waschen in Inkubationspuffer PBTA

10. Waschen in 0,1 M PBS

11. Eindeckelung mit DAPI Mountain-Medium

30 min

2 X

Blocken der unspezifischen Proteine: Normales D8M#serum (1:20) in PBTA 2-3h

3 x5 min

Uber Nacht

3x 10 min

2h

4 x 10 min

3 x5 min

Alle Lésungen/Ansétze wurden zentrifugiert (13000 fiir 5 min)

Kombination 1. Antikorper (1:50) 2.Antikorper (1:100)
Alpha-SMA (Maus) Sigma C 6198
GFAP (Kaninchen) DAKO Z00334
1 Cy2 (Kaninchen) Dianova 715-225-15(
CD 45(Ziege) StCruz sc-1123
Cy5 (Ziege) Dianova 705-175-003
Cytok. Pan (Maus) SIGMA C 2562 Cy3(Maus) Dianova 715-165-150
2 GFAP (Kaninchen) DAKO Z00334 Cy2 (Kaninchen) Dianova 715-225-15(

CD 68 (Ziege) StCruz sc-7082

Cy5 (Ziege)) Dianova 705-175-003

Tab. 2: Schematischer Uberblick tiber die Vorgehenswegselér Praparation
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2.3 Fotodokumentation

Die Praparate wurden nun mittels FluoreszenzmikpskMikroskop-Kamera und dem
Computerprogramm Adobe® Photoshop® CS 3 digital lysrext und dokumentiert.
Anschlie3end wurden sie bearbeitet und zusammetzgegiel dieses Arbeitsschrittes war es,
die Zellzahl und Zellverteilung sowie die Gesanuffié der ILM und das Farbeverhalten der

Zellen zu erfassen und auszuwerten.

Dazu wurden die ILM-Praparate zunachst bei 5-fadbkersichtsvergroBerung digital in
Teilen fotografiert und danach mit Adobe Photoshop®ammengesetzt. AnschlielRend
wurde die Zellauszéhlung mit ImageJ (http://rsbweah.gov/ij) manuell und automatisiert
ausgezahlt. Jede Einstellung des Praparates wundeht in Phasen-, Interferenz- und
Fluoreszenzmikroskopie dokumentiert. Dabei wurderder Fluoreszenzmikroskopie Filter
mit den Wellenlangen 460 nm (DAPI), 670 nm (Cy5)85m (Cy2) und 570 nm (Cy3)
verwendet. Danach wurden einzelne Areale der Patpgezielt mit 10-facher und 20-facher
VergroRerung fotografiert. Des Weiteren wurdenareelnen Abbildungen eines Praparates
sich Uberschneidend aufgenommen, um sie spatememeGesamtbild zusammenfligen zu

kdnnen.

Mit Hilfe des Computerprogramms Adobe Photoshop® @&rden die einzelnen Bilder, in
ungefilterter sowie gefilterter Belichtungsweise jweils einem Gesamtbild in 5-facher
Vergroferung zusammengesetzt, Ubereinandergeledt ausgemessen. Dabei wurden
insbesondere Praparatflache, Zellzahl und Zellierig erfasst. Die Abbildungen der
immunbhistologisch bearbeiteten ILM-Praparate wurdenverschiedenen VergréfRerungen
von 10x, 20x, 40x aufgenommen. Zunachst wurde Aunfahme der Einzelfarbung des
jeweiligen Fluorochroms vorgenommen und anschlidl3éie einzelnen Bilder zu einem

Gesamtbild zusammengefihrt.

2.4 Statistische Analyse

Mit Hilfe der Predictive Analytics Software 17.0®esl Herstellers SPSS (SPSS, IBM™
Company, Chicago, IL, USA) wurden folgende Datesgawertet:

Gesamtflache in mm?2 (Flache_mm?)

Gesamtzellzahl des Praparats (Zellzahl)
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Anordnung/Verteilung der Zellen auf dem Prapazallyerteilung)
Zelldichte auf dem gesamten ILM-Praparat (Denggilen pro mmg?)
Anzahl der Zellcluster (Clusterzahl)

Flache der Cluster in mm2 (mm?2_Cluster)

Anzahl der Zellen in den Clustern (Zellzahl_Clugte

Zelldichte in den Clustern (Dens_Cluster/Zellea prm?2)

2.5 Materialien

2.5.1. Reagentien und Rezepturen

Bei Alcon BSS Plus®handelt es sich um 305 mOsm-Lésung mit einem phit\Wan 7,4.
Diese intraokulare Spulflissigkeit ahnelt dem Kamwmasser des Auges und ist aus
folgenden Bestandteilen zusammengesetzt: 160,9 rakiuxh, 5,8 mM Kalium, 1,05 mM
Calcium, 0,98 mM Magnesium, 130 mM Chlorid, 25 mikd&bonat, 3 mM Phosphat, 5 mM
Glukose und 0,3 mM Glutathion.

Die Losung augl % Paraformaldehyd-Losung mit 0,1 % Glutaraldehyd wurde wie folgt

hergestellt:

Zunachst wurden 2g Paraformaldehyd (MERCK 1040020 ml 0,1 M PBS (phosphate
buffered saline / pH 7,4) aus der hausinternen Wgia unter leichtem Ruhren erhitzt.
Dabei sollte die Temperatur 80°C nicht tUberschritterden. Die L6sung wurde so lange
geruhrt, bis sie klar war. Anschlie3end wurde digssigkeit mit 0,1 M PBS auf 50 ml
aufgefillt und durch einen doppelten Faltenfiltériért. Schlie3lich wurden der Lésung
200 pl einer 25 %-igen Glutaraldehyd-Losung (FLUKA49626) zugegeben. Die
Flissigkeit wurde bei 4°C gelagert und war 14 Tiagjébar.

2.5.2. Laborausstattung

Folgende Gerate und Programme kamen zum Einsatz:
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Fluoreszenzmikroskop von Leica (DM 2500, Leica Msystems GmbH, Wetzlar)
mit Mikroskop-Kamera von ProgRes® CF (Jenoptiki€gtSystems, Jena).

Stereomikroskop von Leica MS5 (Leica MicrosysteWgtzlar)
Computer-Programm ProgRes® CapturePro 2.5 (JenQgptiical Systems, Jena)
Fotoprogramm Adobe Photoshop® CS 3 (Adobe SystemistHG Minchen)
Computer-Programm ImageJ (http://rsbweb.nuh.gov/ij)

Zentrifuge MiniSpin® (Eppendorf, Hamburg)

Kuhl-/Gefrierschrank (Bosch, Gerlingen-Schillerhphe

Ruttler IKA-Vibrax-VXR (IKA-Werke, Staufen)

SuperFrost™ Objekttrager (Menzel, Braunschweig)

Pipetten Research® (verschiedene Grol3en, Eppettioriburg)

MircroWell® Mini Trays (SigmaAldrich, St. Louis, US
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Abb. 9: Fluoreszenzmikroskop von Leica (DM 2500, Leica Mgystems GmbH, Wetzlar) mit Mikroskop-
Kamera von ProgRes® CF (Jenoptik Optical Systdersa)
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Abb. 10: Stereomikroskop von Leica MS5 (Leica MicrosysteWigtzlar)
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Abb. 11: Rittler IKA-Vibrax-VXR (IKA-Werke, Staufen

36



2. Patienten und Methoden

Abb. 12: Zentrifuge MiniSpin® (Eppendorf, Hamburg)
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Abb. 13: Pipette Research® 10 ul (Eppendorf, Hamburg)
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3. ERGEBNISSE

Insgesamt wurden 50 Patienten mit Makulaforamettiese Studie eingeschlossen. Bei allen
Patienten war jeweils ein Auge betroffen. Bei 26 g war ein idiopathisches
Makulaforamen °lll nach Gass diagnostiziert wordeei 13 Patienten ein rezidivierendes

Makulaforamen und bei 11 Patienten ein sekundamaiMforamen.

3.1 Deskription des Patientenkollektivs

Von den insgesamt 50 Augen wurden 26 rechte urlthRd Augen eingeschlossen. Es waren
20 mannliche und 30 weibliche Patienten betroffdas Durchschnittsalter lag bei 61,7
Jahren (Median: 66 Jahre, Maximum: 82 Jahre, Mimm6 Jahre). Durchschnittlich 5,4
Monate (Median: 3 Monate) klagten die Patienterr &yanmptome, wobei einige unmittelbar
nach den ersten Symptomen den Arzt aufsuchten,emdhein Patient etwa 5 Jahre Uber
Symptome klagte, bevor er sich in der Klinik voliste Bei insgesamt 62 % der Patienten
verbesserte sich der Visus nach der Operation. egliane Nachbeobachtungszeit der
gesamten Kohorte betrug 2 Monate, wobei im Maximeim Patient 16 Monate lang in
Kontrolluntersuchungen nachverfolgt werden konm#&hrend andere Patienten sich direkt im
Anschluss an ihren primaren stationaren Aufentimadiist erfolgte die Entlassung am dritten
postoperativen Tag, unserer Nachuntersuchung esmtzoolgend mit O Monaten
Nachbeobachtung angegeben).

3.1.1 Idiopathische Makulaforamen

Die 26 Patienten mit idiopathischem Makulaforamihnach Gass waren zwischen 45 bis
82 Jahren alt, wobei das mittlere Alter 66,4 Jaletnug (Median: 66 Jahre). Sieben
Betroffene waren mannlich und 19 weiblich. Insgetsanrden 14 rechte Augen und 12 linke
Augen operiert. Bei 17 Patienten stellte sich rémhoperativen Behandlung eine
Visusverbesserung ein, bei 4 Patienten blieb dis&girfe unveréandert und 2 Patienten
zeigten eine Verschlechterung des Visus. Drei Riiewiesen keine Nachuntersuchung
nach Vitrektomie auf. Die mediane Nachbeobachtusigbetrug 2 Monate (Mittelwert: 2,8
Monate / Maximum: 12 Monate / Minimum: O Monate).
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Symptom- . .
Nr Alter/Sex dauer Visus Visus
/Auge praoperativ postoperativ
(Monate)
1 76/M/L 0,5 1,0 1,0
2 80/M/R 0,5 0,5 0,2
3 64/F/L 1,0 1,3 0,2
4 67/F/L 6,0 1,3 1,0
5 75/F/L 5,0 0,7 0,4
6 68/M/L 50 0,6 0,2
7 64/F/L 6,0 1,3 0,4
8 77IM/R 4,0 0,7 2,0
9 60/F/R 3,0 0,5 0,4
10 66/F/R 12,0 0,5 2,0
11 53/F/L 5,0 1,0 0,4
12 48/FIR 3,0 0,3 0,3
13 68/F/R 2,0 0,4 0,1
14 66/F/R 0,5 0,5 0,5
15 67/FIR 50 0,5 0,2
16 70/F/L 0,5 15 1,0
17 71/F/IR 6,0 0,7 0,5
18 58/FIR 12,0 1,0 0,7
19 65/F/IR 3,0 0,7 0,5
20 64/F/IR 0,5 1,2 0,5
21 45/M/L 4,0 0,6 0,0
22 82/M/R 6,0 0,5 1,3
23 73/F/L 1,0 1,3 0,2
24 67/FIR 2,0 0,4 0,4
25 73/F/L 3,0 0,2 0,4
26 58/M/L 6,0 1,3 2,0

Tab. 3: Darstellung des Patientenkollektivs der idiopathéstMakulaforamen. Sex = Geschlecht. F = weibhhs
mannlich. R = rechtes Auge, L = linkes Auge. VigukogMAR.
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3.1.2 Rezidivierende Makulaforamen

Das durchschnittliche Alter der 13 Patienten nzidivierendem Makulaforamen betrug 66,2
Jahre (Median: 67 Jahre, Maximum: 79 Jahre, Minimd@nJahre). Von den Patienten waren
7 mannlich und 6 weiblich. Es wurden 8 rechte Auged 5 linke Augen eingeschlossen.
Wahrend sich bei 6 Patienten der Visus nach derafipa verbesserte, blieb der Visus bei 6
weiteren Patienten unverédndert. Ein Patient ze@te Visusverschlechterung nach der
Behandlung. Die mediane Nachbeobachtungszeit be®idonate (Mittelwert: 5,3 Monate;

Maximum: 15 Monate, Minimum: O Monate)

Visus Visus
Alter/Sex Symptomdauer
Nr. (LogMAR) (LogMAR)
/Auge (Monate) ) _ _
praoperativ postoperativ

1 71/FIR n.a. 1,2 1,2
2 67/F/L 3,0 1,5 1,4
3 69/M/L 2,0 1,0 1,0
4 71/FIR 1,0 0,4 0,3
5 71/M/R 0,0 1,2 1,2
6 49/M/L 3,0 1,0 0,5
7 57/FIR 3,0 0,5 0,4
8 79/FIR 6,0 1,0 1,0
9 75/M/R 3,0 0,2 0,2
10  56/M/L 2,5 1,3 1,0
11 66/M/R 0,2 1,5 1,5
12 67/FIR 0,5 1,0 15
13  63/M/L 0,0 1,4 1,0

Tab. 4: Darstellung des Patientenkollektivs der rezidivielen Makulaformanen. Sex = Geschlecht. F = weiblitk
mannlich. R = rechtes Auge, L = linkes Auge. VisukogMAR.
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3.1.3 Sekundéare Makulaforamen

Das durchschnittliche Alter der 11 Patienten miuselaren Makulaforamen betrug 45,4
Jahre (Median: 48 Jahre, Maximum: 74 Jahre, MinimLénJahre). Von den Patienten waren
6 mannlich und 5 weiblich. Es wurden 4 rechte Auged 7 linke Augen eingeschlossen. Bei
8 Patienten verbesserte sich der Visus postoper@tivatienten hatten postoperativ einen
schlechteren Visus. Die mediane Nachbeobachturigee&iug 2 Monate (Mittelwert: 4,5

Monate; Maximum: 16 Monate, Minimum: 0 Monate)

Symptom-  Visus Visus
Alter/Sex
Nr. dauer (LogMAR) (LogMAR) Genese
/Auge _ )

(Monate) praoperativ postoperativ
1 16/M/L 1,0 1,3 1,0 Trauma
2 37/M/L 36,0 0,7 1,0 Trauma
3 74/M/L 60,0 1,2 1,7 Trauma
4 22/F/L 1,0 0,7 0,4 Trauma
5 30/F/R 0,5 1,2 0,5 Ablatio
6 58/F/L 0,0 15 3,0 Ablatio
7 55/M/R 1,0 3,0 0,5 Ablatio
8 48/M/L 2,0 0,8 0,4 Ablatio
9 48/M/R 12,0 1,3 1,0 Diabetes
10 46/FIR 0,5 1,3 1,1 Myopie
11 65/F/L 24,0 0,5 0,4 Myopie

Tab. 5: Darstellung des Patientenkollektivs der sekund&tekulaforamen. Sex = Geschlecht. F = weiblich. Mh&nnlich.
R =rechtes Auge, L = linkes Auge operiert. Visuk@gMAR. Genese: direktes Bulbustrauma, Ablatio einDiabetische
Retinopathie mit Netzhauttraktion, und Myopia ma¢ma 8 dpt)
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3.2 Analyse der Zellverteilung in Praparaten der mneren

Grenzmembran

Die chirurgisch exzidieren ILM-Praparate der jewgah Patienten wurden vollstandig
gewonnen. Bei mehreren Praparaten eines Patienbelew diese einzeln ausgewertet und die
Ergebnisse anschlielend summiert. Die summierte-Prlparate der einzelnen Patienten
variierten in ihrer GroRe von 26,73 mmz bis 0,483r(Median: 10,41 mmz; Mittelwert:
10,42 mm32). Die Praparate zeigten eine median&atel von 577 Zellen pro Praparat
(Mittelwert: 1227 Zellen; Maximum: 6915 Zellen, Minum: 5 Zellen). Dabei zeigten sich
diese Zellen in 28 Praparaten homogen verteiltinr? Praparaten als Clusterformation. Die
mediane Dichte in allen ILM-Praparaten betrug 78etémm?2 (Mittelwert: 124 Zellen/mm?;
Maximum: 667 Zellen/mm2, Minimum: 3 Zellen/mm?). tfen Clustern betrug die mediane
Zelldichte 468 Zellen/mmz (Mittelwert: 474 Zellendmd, Maximum: 1709 Zellen/mmz2,

Minimum: 23 Zellen/mm.

-
-

Abb. 14: Muster verschiedener Zellverteilungen. A) und B)rien homogener Zellverteilungen. C) und D) Formen
inhomogener Zellverteilung als Zellcluster. (Vergedung A und C 50fach, B und D 200fach)
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C

Abb. 15 : ILM-Flachpraparat eines idiopathischen Makulaforasm@mit * markierter Defekt stellt das Makulaforamdar).
A) Interferenz-Abbildung. B) Phasenkontrast- Abbildu C) Fluoreszenzaufnahme des gleichen Praparagiiserne sind
mittels Zellkernfarbung DAPI blau dargestellt. (ggiRerung: 100-fach)
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3.2.1 Zellverteilung in idiopathischen Makulaforamen

Die ILM-Praparate der idiopathischen Makulaforarzeigten eine mediane Grof3e von 10,98
mmz2 (Mittelwert: 11,89 mmz2; Maximum: 22,64 mmz2, Mitum: 3,22 mm?2) und wiesen im
Median 999 Zellen (Mittelwert: 1670 Zellen; Maximu®915 Zellen, Minimum: 18 Zellen)
auf. Die Zelldichte der untersuchten Membranen ugetim Median 54 Zellen/mm?2
(Mittelwert: 133 Zellen/mm?; Maximum: 667 Zellen/mMinimum: 3 Zellen/mm?). Die
ILM-Praparate, die Zellcluster aufwiesen, zeigtendiesen Clustern eine deutlich hdhere
Zelldichte. Dabei fanden sich in 10 Praparaten dinemogene Zellverteilung und in 16
Praparaten Zellcluster. Die mediane Zelldichte gn dClustern betrug 468 Zellen/mm?2
(Mittelwert: 429 Zellen/mm?2; Maximum: 1099 Zellen#m, Minimum: 23 Zellen/mm?2).

) . Zelldichte
Nr Flache  Zellzahl Zelldichte Verteilung im Cluster
(in mm2) (n) (n/mmg2)
(n/mmg2)
1 10,98 2307 210,11 homogen n.a.
2 03,80 18 04,74 homogen n.a.
3 04,98 120 24,10 homogen n.a.
4 09,16 3045 332,42 4 Cluster 1.099,28
5 14,77 1446 97,90 2 Cluster 170,52
6 12,28 244 19,87 1 Cluster 169,44
7 10,97 162 14,77 1 Cluster 23,11
8 04,32 1192 02,76 1 Cluster 677,27
9 21,07 805 38,21 1 Cluster 53,81
10 10,45 311 29,76 2 Cluster 41,19
11 12,89 6278 487,04 2 Cluster 674,33
12 17,45 173 09,91 homogen n.a.
13 12,12 241 19,88 homogen n.a.
14 09,74 124 12,73 homogen n.a.
15 10,36 6915 667,47 1 Cluster 756,56
16 24,33 2607 140,92 6 Cluster 446,40
17 13,59 78 05,74 homogen n.a.
18 06,87 137 19,94 homogen n.a.
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19 09,61 1270 132,15 1 Cluster 204,84
20 22,64 736 32,51 3 Cluster 73,38
21 11,20 1888 168,57  5Cluster 817,32
22 13,99 3915 279,84 3 Cluster 489,38
23 03,22 227 70,50 homogen n.a.
24 08,90 3299 370,67 3 Cluster 591,22
25 19,68 3832 194,72 homogen n.a.
26 09,78 2060 79,42 2 Cluster 573,82

Tab. 6: Darstellung der Zellverteilung in ILM-Préparaterr adopathischen Makulaforamen.

3.2.2 Zellverteilung in rezidivierenden Makulaforamen

Die chirurgisch exzidierten ILM-Préparate der rézerenden Makulaforamen zeigten eine
mediane Grol3e von 8,06 mm? (Mittelwert: 7,84 mméxihum: 16,06 mmz2, Minimum: 0,48
mm?2) und eine mediane Zellzahl von 416 Zellen (@htert: 720 Zellen; Maximum: 3060
Zellen, Minimum: 5 Zellen). Bei den untersuchtemMHPraparaten fand sich ein Praparat, das
einen Zellcluster aufwies. Die Uubrigen 12 ILM-Prégia wiesen eine homogene
Zellverteilung auf. Die Zellzahl und die GroRe déM-Praparate variierten stark. Die
mediane Zelldichte betrug 76 Zellen/mm? (MittelwetD4 Zellen/mm?; Maximum: 342

Zellen/mmz2, Minimum: 9 Zellen/mmz?). Die Clusterfoation zeigte eine Dichte von 138

Zellen/mma2.
_ Zelldichte
Flache  Zellzahl Zelldichte _ _
Nr. ) Verteilung im Cluster
(in mm2) (n) (n/mmg2)
(n/mm?)

1 2,56 268 104,69 homogen n.a.
2 4 610 152,36 homogen n.a.
3 12,79 1918 149,91 homogen n.a.
4 8,6 300 34,89 1 Cluster 137,97
5 14,35 135 9,41 homogen n.a.
6 8,06 850 105,46 homogen n.a.
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7 3.9 210 53,79 homogen n.a.

8 12,1 3060 252,98 homogen n.a.

2,65 905 341,51 homogen n.a.

10 0,48 5 10,42 homogen n.a.
11 2,07 158 76,33 homogen n.a.
12 16,06 416 25,9 homogen n.a.
13 14,26 527 36,96 homogen n.a.

Tab. 7: Darstellung der Zellverteilung in ILM-Praparaterr dezidivierenden Makulaforamen.

3.2.3 Zellverteilung in sekundaren Makulaforamen

Die chirurgisch exzidierten ILM-Praparate der sekinen Makulaforamen zeigten eine
mediane Grol3e von 7,31 mm2 (Mittelwert: 9,98 mmaxihum: 26,73 mmz2, Minimum: 1,75
mm?2) und eine mediane Zellzahl von 543 Zellen (@htert: 779 Zellen; Maximum: 2268
Zellen,

Minimum: 55 Zellen). Sechs der

ILM-Praparateigten ein homogenes
Verteilungsmuster der Zellen, 5 Praparate eine t&fmmation. Die Zelldichte variierte
stark. Die mediane Zelldichte betrug 88 Zellen/nfitelwert: 124 Zellen/mmz2; Maximum:
418 Zellen/mm?2, Minimum: 4 Zellen/mm?). In den Zélistern lag die mediane Zelldichte bei
597 Zellen/mm? (Mittelwert: 685 Zellen/mm?2; Maximurh709 Zellen/mmz2, Minimum: 270

Zellen/mma?).

. Zelldichte
Flache  Zellzahl Zelldichte . .
Nr. _ Verteilung im Cluster
(in mm2) (n) (n/mmg2)
(n/mmg2)
1 6,15 543 88,29 homogen n.a.
2 13,03 55 4,22 homogen n.a.
3 11,25 79 7,02 homogen n.a.
4 7,31 1991 272,19 2 Cluster 1709,18
5 26,73 756 28,29 1 Cluster 269,59

6 13,45 511 37,99 homogen n.a.
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6,48 930 143,58 homogen n.a.
8 4,92 635 129,07 2 Cluster 596,63

13,27 444 33,46 1 Cluster 214,94
10 1,75 353 201,31 1 Cluster 633,49
11 5,43 2268 417,70 homogen n.a.

Tab. 8: Darstellung der Zellverteilung in ILM-Praparaterr dekundéren Makulaforamen.

3.2.4 Vergleich nach Grunderkrankung

Hinsichtlich der Altersstruktur des Gesamtkollektivaren die jingsten Patienten der Gruppe
der sekundéren Makulaforamen zuzuordnen. Mit datutigtlich 45 Jahren waren diese zum
Zeitpunkt der Operation etwa 20 Jahre junger aés Patienten der idiopathischen oder
rezidivierenden Makulaforamen. Sowohl die Patiemtenidiopathischen Makulaforamen als
auch die Patienten mit rezidivierenden Makulaforamaren durchschnittlich 66 Jahre alt.
Geschlechtsspezifische Altersunterschiede fanddmiisikeiner der Gruppen.

Bezuglich der Geschlechtsverteilung zeigte sichssdam der Gruppe der idiopathischen
Makulaforamen mehr Frauen zu finden waren. Das aferis von Mannern zu Frauen betrug
1:2,7. Die Manner und Frauen waren in den Gruppanrezidivierenden und sekundéren

Makulaforamen dagegen gleich verteilt.

Die Dauer der Symptome vor Operation variierte.den Gruppen der idiopathischen
Makulaforamen lag die mediane Dauer bis zum Thelsginn bei 3,5 Monaten (Mittelwert:
3,9 Monate) und zeigte eine Schwankungsbreite voMofate bis zu einem Jahr. Die
mediane Symptomdauer der rezidivierenden sowiergkiten Makulaforamen war dagegen
geringer. Die Patienten mit einem rezidivierendeskMaforamen klagten im Median sowie
im Mittel Gber eine Symptomdauer von 2 Monaten (Maxn: 6 Monate; Minimum: O
Monate). Mit einem Median von 1 Monat war die Syompdauer bei Patienten mit
sekundaren Makulaforamen am kirzesten. Jedochgo@éruMittelwert in dieser Gruppe 12,5
Monate bei einer erheblichen Schwankungsbreite vBatienten mit sofortigen
Therapiebeginn nach Symptombeginn sowie einem rRatie der 5 Jahre Uber Symptome
klagte, ehe er sich einer Therapie unterzog. [Alah.
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Parameter Idiopathische MF  Rezidivierende MF SeldmF
Alter 66,35 66,2 45,4
Geschlecht TM/19W TM/I6W 6M/5W
Mediane Symptomdaudr 3,5 Monate 2 Monate 1 Monat
Zellzahl (Median) 999 416 543
ILM-Flache (Median) 11,0 mm? 8,1 mm? 7,3 mm?
Zelldichte (Median) 54 Zellen/mm?2 76 Zellen/mm?2 Bdlen/mmz
Clusterverteilung 16 von 26 (61,5%) 1 von 13 (7,7%) 5von 11 (45,5%)

Tab. 9: Klinische Daten der Patienten und Zellverteilung in ILM-Pnétan der verschiedenen Makulaforamen

In allen untersuchten Praparaten zeigten sich @sdiammlungen auf der ILM. Die
Zellverteilung in den einzelnen Diagnosegruppen wiht einheitlich. Wahrend in der
Gruppe der rezidivierennden Makulaforamen nur eilodM-Prdparat von 13 eine
Zellclusterformation aufwies, so waren dies bei dekundaren Makulaforamen 5 von 11 und
bei den idiopathischen Makulaforamen 16 von 26 I|Pkparaten. Die Gruppe der
idiopathischen Makulaforamen wies eine Zellclustdumg auf 65,4 % aller ILM-Praparate
auf. Die sekundaren Makulaforamen wiesen in 45,51 Praparate Zellcluster im ILM-
Praparat auf. Innerhalb der Gruppe der sekundarakuldforamen zeigten nur 25 % der
traumatischen MF eine Clusterformation (1 von 4pBraten). Bei den rezidivierenden

Makulaforamen lag die Clusterrate mit 7,7 % debtheedriger als in den anderen Gruppen.

Die groRte Flache im Median der ILM-Praparate kenrttei den idiopathischen
Makulaforamen mit 11,0 mm?2 gefunden werden. Dielidder ILM-Praparate war bei den
sekundéaren Makulaforamen im Median mit 7,3 mm?2 gm&ten [Abb. 17 und Tab. 9].

Die meisten Zellen fanden sich in den ILM-Praparater idiopathischen Makulaforamen mit
999 Zellen im Median. Die Praparate der rezidividen Makulaforamen wiesen im Median
416 Zellen und die der sekundaren MakulaforamenZsiién auf [Tab. 9].
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Die grol3te mediane Zelldichte fand sich in den IBképaraten der sekundaren
Makulaforamen mit 88 Zellen/mm?. Die Praparate dezidivierenden Makulaforamen
zeigten 76 Zellen/mm?2 und die Praparate der idlapelhen Makulaforamen 54 Zellen/mmz2.
[Abb. 18 und Tab. 9].

Die extreme Schwankungsbreite der Zelldichten lanalintersuchten Untergruppen sowie
von homogener beziehungsweise clusterartiger Vemigiist in den Abb. 17 und 18
dargestellt. In den Scatterplots wurde die Zellgicentsprechend der Zellzahl sowie der
Praparatgrol3e aufgetragen. [Abb. 19, Abb. 20]
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Abb. 16: Boxplot derDauerder Symptome vor der Operation.
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Abb. 17: Boxplot derFlache der ILM-Praparate.
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Abb. 20: Scatter-Plot-Diagramm mit Zellzahl und Flache déviiPraparate (in mm?2) sowie Darstellung der
homogenen und clusterférmigen Zellverteilung

3.3 Analyse Zell-spezifischer Antigene in Praparan der
inneren Grenzmembran

3.3.1 Lokalisation Zell-spezifischer Antigene

In der immunhistologischen Analyse zeigte sich,sdd& einzelnen Diagnosegruppen ein
unterschiedliches Farbeverhalten bezuglich Zelkdiseher Antigene aufwiesen. Das
Gesamtergebnis ist in Tabelle 10 dargestellt.

Anti-GFAP wurde in allen Préaparaten positiv gefais zeigte sich weiterhin, dass ebenfalls
Anti-CD45 in den Préparaten aller Diagnosegruppessitiy war. Auferdem konnte
nachgewiesen werden, dass alle Diagnosegruppegahaiiches Farbeverhalten aufweisen.

Die Haufigkeit der positiven Anfarbungen schwankieden untersuchten Praparaten der
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verschiedenen Makulaforamen bei CD68 und pan-Cyatike In der Gruppe der
rezidivierenden Makulaforamen fand sich in keiner Eroben eine Anfarbung fir Antikorper
gegen CD-68 sowie CytokeratinPan.

Die Negativkontrollen zeigten jeweils keine Anfaniguftir alle getesteten Antikorper.

Antikdrper | Zielstruktur Antigen Expression in

Idiopathische | Rezidivierende Sekundare

Makulaforamen | Makulaforamen | Makulaforamen

GFAP Gliazellen + + +
CD-45 Hyalozyten + + +
aSMA Aktinfilamente + (+) (+)
CD-68 Makrophagen + - (+)
CytokeratinP ~ RPE-Zellen (+) - (+)

Tab. 10: Antigenexpression in den einzelnen Diagnosegruppen

+ Expression in mindestens 80% der untersuchi@paPate, (+) Expression in mindestens 40% dersunthten Praparate;

— Expression in maximal 20 % der untersuchten Paipa

3.3.2 Co-Lokalisation Zell-spezifischer Antigene an Gliazellen und
Hyalozten

Anti-CD45, der Hyalozyten-Marker, und Anti-GFAP, rd&liazell-Marker, zeigten oft ein
gleiches Anfarbemuster. Dabei war es unerheblicbicher Diagnosegruppe die Probe
zugeordnet wurde. Die Co-Expression war in alleobBn nachweisbar, in denen sich diese
Antikdrper anfarben lieRen.
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Abb. 21: Idiopathische Makulaforamen. A) Positive Anfarbung mit anti-CD45. B) Positive farbung mit anti-GFAP

(Co-Lokalisation mit anti-CD45). C) Anti-CytokeratinPRéarbung ohne Co-Lokalisation. D) Kombination vonBALnd C

mit DAPI-Anfarbung der Zellkerne. E) InterferenzfAahme des dargestellten Areals. F) Phasenkontiasskopische
Aufnahme des gleichen Areals.

(VergroRRerung A-F: 40-fach)
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Abb. 22: Rezidivierende Makulaforamen A) Positive Anfarbung mit anti-CD45. B) Positidafarbung mit
anti-GFAP (Co-Lokalisation mit anti-CD 45). C) Af8MA Farbung negativ. D) Kombination von A, B und C
mit DAPI-Anfarbung der Zellkerne. E) Interferenzfhahme des dargestellten Areals. F)

Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme des gleiéneals.

(VergroRerung A-F: 40fach)
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E Lot " F

Abb. 23: Sekundare Makulaforamen A)Positive Anfarbung mit anti-CD 45. B) Positidafarbung mit anti-
GFAP (Co-Lokalisation mit anti-CD 45). C) Positidafarbung mit anti-SMA ohne Co-Lokalisation. D)
Kombination von A, B und C mit DAPI-Anfarbung deelikerne. E) Interferenz-Aufnahme des dargestellten
Areals. F) Phasenkontrastmikroskopische Aufnahnsegtiichen Areals.

(VergrofRerung A-F: 20fach)
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Kontrolle CD68 KontrolleGFAP KontrolleCytokeratinPan Kombination mit DAPI

Abb. 24: Negativkontrollen der verwendeten Antikdrper migdls einem Uberlagerungsbild der DAPI
Zellkernfarbung. A) von links nach rechts: anti-CD4nti-GFAP, anti-SMA, Uberlagerung mit DAPI. Brv
links nach rechts: anti-CD68, anti-GFAP, anti-CyakinPan, Uberlagerung mit DAPI.

(VergréRBerung A und B: 20-fach)
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4. Diskussion

Diese Studie stellt eine vergleichende Untersuctderg’raparate der inneren Grenzmembran
dar, die von Patienten mit idiopathischen, rezetenden und sekundaren Makulaforamen
wéahrend der pars plana Vitrektomie gewonnen wurdeabei wurden die chirurgisch
exzidierten ILM-Praparate mittels Interferenz- uRbasenkontrastmikroskopie sowie nach
immunbhistologischer Anfarbung von Zell-spezifischen Antigenen mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Des Weiterendewurdie jeweiligen Patientendaten
retrospektiv. analysiert. Neu war dabei insbesondedass die interferenz- und
phasenkontrastmikroskopische Darstellung sowieirdimunhistologische Analyse nicht an
Schnittpraparaten der ILM sondern an Flachpraparaterchgefiihrt wurden. Dadurch
konnten erstmals verlassliche Aussagen uber diar@zahl der Zellen und deren Verteilung
auf der ILM bei Patienten mit Makulaforamen geteoffverden, die nach wie vor Gegenstand
anhaltender Debatten bezlglich Pathogenese undptgtischem Vorgehen sind. Bisher
waren ILM-Préparate konventionell mittels Seriemstttechnik aufgearbeitet worden, die
keine absolute Zellzahlzahlung zugelassen hatte.vDiliegende Arbeit analysiert erstmals
das Vorkommen und die Menge der Zellen sowie digédang um den fovealen Defekt bei
Patienten mit idiopathischen, rezidivierenden ugkbadaren Makulaforamen.

4.1 Flachpraparation der inneren Grenzmembran

Die Methode der Flachpraparation der ILM, die esdsndurch Hisatomi et & 2005 als
Lbird’s eye analysis® vorgestellt wurde, lasst imerdgleich zur vormals verwendeten
Serienschnitttechnik einen Uberblick iber die Gagaifie der entfernten ILM, der gesamten
Zellzahl auf der ILM sowie der Verteilung der Zellauf der ILM zu. Des Weiteren erlaubt
die Flachpraparation der ILM-Préaparate und derealys® aus der Vogelperspektive eine
einfache und individuelle Korrelation mit den bidgmaskopischen Untersuchungsbefunden
der jeweiligen Patienten. Die Flachpréparation, alme Fixierung oder mit einer milden
chemischen Fixierung durchgefihrt werden kann, gfitiit auch die Durchflhrung
immunbhistologischer Farbungen sowie die anschlid@ekufbereitung des Materials fur die
Serienschnittpraparation der Elektronenmikroskopiaf. diese Weise kann die Fortfiihrung
der Préparation vom Flach- zum Serienschnittprépar&'erlauf der Analyse eine eindeutige
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topographische Zuordnung der zellularen und exiitddeen Bestandteile zu retinaler oder
vitrealer Seite der ILM zulassen.

Da die Flachpraparation ohne Fixierung oder mieemur milden chemischen Fixierung in
Paraformaldehyd durchgefiihrt werden kann, erlaigbinsbesonderem MalRe den Erhalt der
Antigenitat des Gewebes und ermoglicht damit dienimhistochemische Untersuchung des
flach ausgebreiteten ILM-Préparates. Die Fixierun@lutaraldehyd, wie sie gewdhnlich in
der Schnittpraparation der konventionellen Elek#ranikroskopie Anwendung findet,
zerstort dagegen die Antigenitéat zugunsten desliSrtdar Ultrastruktur. Die Flachpraparation
kann auf diese Weise einen Gesamtiberblick Uberveischiedenen Antigene der ILM-
Praparate geben. Erwahnt werden soll jedoch, ddgsuad der begrenzten Einstellungen am
Fluoreszenzmikroskop nur eine begrenzte Anzahl Anfigenen als Kombinationsfarbung
pro Praparat getestet werden kann, in unseren slifeungen war es eine Kombination von

jeweils 3 Antigenef314.93

4.2 Zellzahl und Zellverteilung in Praparaten der nneren

Grenzmembran

In dieser Arbeit zeigten alle untersuchten Prapanadn Patienten mit idiopathischen,
rezidivierenden und sekundaren Makulaforamen ze#uhnsammlungen auf der ILM. Uber
die Dichte und die Verteilung dieser Zellen in ILMaparaten von Patienten mit sekundaren
und rezidivierenden Makulaforamen wurde bisher noidt berichtet. Publikationen, die
sich mit der ILM-Flachpraparation beschaftigten,nkentrierten sich zunachst auf den
Nachweis von Zellen auf der ILM bei Patienten mibpathischen Makulaforamef/®

Uber Untersuchungen der Zelldichte auf der ILM tieteéte erstmals Gandorfer et al. 269809.
Bei 8 untersuchten idiopathischen Makulaforamen &&gliums Il nach Gass kamen die
Autoren rechnerisch auf eine mediane Zelldichte 1@&9,5 Zellen/mm2. Die Zelldichte
variierte in den Préparaten deutlich und reichte @mem Minimum von 14 Zellen/mm?2 bis
Zu einem Maximum von 667 Zellen/mmz. Eine clustegarZellverteilung zeigten 62,5% der
ILM-Praparate. In der hier vorliegenden Arbeit Idig mediane Zelldichte der Praparate der
idiopathischen Makulaforamen bei 54 Zellen/mm?2 wvatt damit deutlich geringer als bei

Gandorfer et at?, die Zelldichte variierte jedoch in ahnlicher We{linimum 3 Zellen/mm2,
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Maximum 667 Zellen/mm?). In den 26 untersuchten iPkéiparaten von idiopathischen
Makulaforamen fanden sich zudem &ahnlich viele @ust/ir konnen daher die Beobachtung,
dass circa 2/3 aller idiopathischen MakulaforanrnStadium Gass Ill auf der ILM eine

clusterartige Zellverteilung aufweisen, in der \@gkenden Arbeit bestétigen.

Bisher sind keine Angaben zu Zelldichte und Zetke#ung bei ILM-Praparaten von

sekundéaren und rezidivierenden Makulaforamen bek&re ILM-Praparate der sekundaren
Makulaforamen waren mit einer medianen Clustewvate45,5 % nur leicht niedriger als die
Rate der Zell-Cluster von IMF. Allerdings war dielldichte der sekundéaren Makulaforamen
hoher als bei den IMF. Die Variation der absolufetizahl war &hnlich ausgepragt wie bei
den idiopathischen = Makulaforamen. Unsere Ergebnissegen nahe, dass

Glaskdrperveranderungen mit vitreoretinaler Traktibei der Entstehung sekundarer

Makulaforamen pathogenetisch eine den IMF verglecd Rolle zukommt.

Bei rezidivierenden Makulaforamen lag die mediae#idichte mit 76 Zellen/mm?2 hoher als
die Zelldichte bei Praparaten der idiopathischerkiWiforamen. Allerdings wurde in nur
einem Préparat der rezidivierenden Makulaforamae €ell-Clusterbildung beobachtet. Mit
einem Cluster in einem von 13 untersuchten ILM-Braen war diese Zellverteilung
deutlich seltener bei den rezidivierenden Makukafoen als bei den idiopathischen
Makulaforamen vorhanden. Eine mogliche Erklarungriké sein, dass bei den Patienten mit
rezidivierenden Makulaforamen zellulare Ansammlunged Cluster-Formationen der ILM
bereits entfernt wurden und nun die restliche Ild\g in der Regel der Fovea fern gelegen
war, keine Zellcluster aufweist. Es wird vermutdass Zellcluster an Orten vitreoretinaler
Traktion entstehen und epiretinale Zellen von diegsdustern aus proliferieren und im
Verlauf dichte, mehrschichtige epiretinale Membramesbildert® Denkbar ist auch, dass
sich die Herkunft der epiretinalen Zellen bei reagtenden Makulaforamen von der
Herkunft der Zellen bei idiopathischen Makulaforamenterscheiden konnte. Die seltene
Clusterbildung auf der ILM koénnte in diesem Zusamhsng Ausdruck einer
unterschiedlichen Pathogenese bei idiopathischenrexidivierenden Makulaforamen sein.
Wahrend die antero-posteriore Glaskdrpertraktion i@pathischen Makulaforamen eine
primare Rolle spielt, scheinen die epiretinalenleliferationen auf der ILM fur die
tangentiale Traktion bei der Entstehung rezidividee Makulaforamen verantwortlich zu

sein?
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Die ILM grenzt die Netzhaut zum Glaskorper im getam Bereicht des hinteren
Augenabschnittes ab. Operativ kann nicht immergeimormtes Areal der Makula durch den
Operateur gepeelt werden. In Augen mit rezidividesn Makulaforamen muss diskutiert
werden, ob das Areal des ILM-Peelings der Erstdameravielleicht zu klein war, ob
vitreomakulare Traktionen daher nicht gelost wurded anteilig weiterbestanden, so dass
ein Rezidiv des Makulaforamens auftreten konnte ame Zweitoperation noétig wurde.
Weiterhin belegen unsere Daten, dass ein Fortsetzérzrweitern der gepeelten Flache eine

erfolgreiche Behandlung des rezidivierenden Makutahens darstellen kann.

4.3 Immunhistologische Farbung zellspezifischer Amjene

Alle immunhistologisch gefarbten Préparate zeigterabhangig von ihrer Genese eine
Expression von GFAP und CD45, die auf das Vorliegen Gliazellen und Hyalozyten
schlieBen lasst. Weiterhin zeigte sich in allenddgruppen die Expression verSMA, bei
den idiopathischen Makulaforamen haufig, bei desdreierenden Makulaforamen sowie den
sekundéaren Makulaforamen im Vergleich zu den idiogahen Makulaforamen seltener. Es
ist davon auszugehen, dass der Nachweis a!@MA-Antigenen das Vorhandensein von
Aktinfilamenten in Myofibroblasten anzeigt. Das Yommen von Myofibroblasten wurde
bereits in ultrastrukturellen und immunhistologisshStudien beschriebéh!® Es wird
vermutet, dass Myofibroblasten in epiretinalen Mesnlen durch Transformation aus
retinalen und extraretinalen Zellen entstehen uladkes traktive Aktivitat im Zellverbund
ausuben konnel:*39>% Des Weiteren wurde in der hier vorliegenden Studi268 als
Makrophagenmarker in den ILM-Préparaten von idibgahen Makulaforamen sowie
sekundaren Makulaforamen immunhistologisch  positiwachgewiesen. Bei den

rezidivierenden Makulaforamen lie3en sich diesdéehahicht nachweisen.

Insgesamt ermdglichte die Flachpraparation der Riparate von idipathischen,
rezidivierenden und sekundéren Makulaforamen etstaoen direkten immunhistologischen
Vergleich dieser Entitaten durch eine gleichzeitigebung mit verschiedenen Antikdrpern.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auf ideeren Grenzmembran bei allen
Patienten insbesondere Gliazellen, Hyalozyten uryofidroblasten eine wesentliche Rolle

spielen. Die Prasenz von Gliazellen und Hyalozyteiiopathischen Makulaforamen wurde
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kirzlich von Schumann et &l. beschrieben. Zudem wurde Uber Hinweise auf eine
Beteiligung von Myofibroblasten in idiopathischenaklilaforamen von Yooh et &,
Schumann et &P sowie Gandorfer et 8lbereits berichtet. Hiscott et ¥lzeigte ebenfalls
Makrophagen und retinale Pigmentepithelzellen inreéipalen Membranen. Die hier
vorliegende Arbeit zeigte erstmals auf immunhiggdoher Grundlage, dass
Zellpopulationen, die an der Pathogenese idiopatbisMakulaforamen beteiligt sind, auch
eine wichtige Rolle in der Pathogenese der readaviden und sekundaren Makulaforamen
spielen. Das Verstandnis der pathogenetischen Zusaimange wird jedoch durch die
Transdifferenzierung epiretinaler Zellen im Zellvend und durch die damit verbundene
Phanotypanderung der Zellen mit assoziierter Anupder Antigenprasentation erschwert.

4.4 Nachweis von Hyalozyten

Die in dieser Arbeit untersuchten ILM-Praparategin alle einheitlich eine Expression des
Hyalozyten-Markers CD45. Diese Expression zeigté siuch unabhangig der atiologischen
Gruppe der jeweiligen Makulaforamen. Das Vorhandenson Hyalozyten im Bereich der

inneren Grenzmembran ist schon seit mehr als 3@eddrekaniif 2 Jedoch wurde bisher

besonders den Gliazellen eine wesentliche Rolleen Pathogenese von Makulaforamen
zugeschrieben. Die Beteiligung der Hyalozyten ankfgstehung der Makulaforamen wurde
frher zwar bereits vermutet, aber erst kirzlichcdwnsere Studien bestatigt. Die Arbeiten
von Schumann et &. und Zhao et & zeigten Hyalozyten in Praparaten von idiopathiache
Makulaforamen, epiretinaler Gliose und vitreomake@ Traktionssyndrom. Auf die Rolle

der Hyalozyten bei der Entstehung vitreoretinaldr&kungen wiesen auch Sakamoto et al.

hin 6

4.5 Co-Lokalisationen von Gliazellen und Hyalozyten

Die immunhistologischen Ergebnisse dieser Studigte® nicht nur bei idiopathischen
Makulaforamen sondern erstmals auch bei rezidimd®a und sekundaren Makulaforamen

das Vorkommen von Zellen, in denen GFAP und CD¢aHokalisiert waren.
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Hiscott et aP® hatten postuliert, dass GFAP-positive Zellen immkalen Ursprungs sind.
Anti-GFAP ist zwar als Gliazellmarker beschrieben,ist jedoch denkbar, dass Anti-GFAP
auch andere Zellen markieren kénnte als Gliazellsa.Co-Expression der Antigene GFAP
und CD-45 in derselben Lokalisation wurde bereitsi Blyalozyten von Vogefi®,
Schweinet?! und Rinderf? gezeigt. Aufgrund der bekannten phagozytaren Eigeaften der
Hyalozyten kann vermutet werden, dass zumindesgeeider initial dargestellten GFAP-
positiven Zellen hyalozytaren, vitrealen Urspruisgsd. Dabei ist denkbar, dass Hyalozyten
makrophagenartige Anteile der Gliazellen phagorgtie und anschlieRend durch
Antikorpernachweis fiur CD-45 sowie GFAP detektigerden konnen. Des Weiteren ist auch
eine Phanotypanderung mit Anderung der Antigenesgive im Rahmen einer

Transdifferenzierung der Hyalozyten maoglich.

Andererseits wurde bereits in den vergangenen dattaeauf hingewiesen, dass retinale
Muller-Zellen eine besondere Rolle in der Pathogeneler Makulaforamen spielen
konntent?102-104eg zeigte sich, dass GFAP-positive Zellen in Ssiésation auf der retinalen

Oberflache vermehrt anzutreffen std% Fir eine Transdifferenzierung retinaler Gliazellen

in Hyalozyten-ahnliche Zellen sind jedoch bishe@nkeHinweise bekannt.

4.6 Kontraktile Komponenten epiretinaler Zellprolif erationen

Die Fahigkeit epiretinaler Zellen zur Transdiffezearung in Myofibroblasten-artige Zellen
zeigt sich in der Expression vanrSMA. Dieser Marker ist bekannt fir den Nachweis
kontraktiler Myofibroblasten, die in dieser Arbddei allen drei untersuchten Entitdten
nachgewiesen werden konnten. Die gemeinsame Exmmessna-SMA mit CD-45 und/oder
GFAP wurde bereits in mehreren Arbeiten zuvor besbhnl®#39.96.1%|n dieser Arbeit
zeigte sicho-SMA in unmittelbare Nahe von CD-45 und/oder GFAEdoch nie co-
lokalisiert. Neuere Erkenntnisse von Zhao et dherg dass auch eine Co-Expression &en
SMA und GFAP in epiretinalen Membranen bei epiedin Gliose beobachtet werden
kann® Es wird derzeit davon ausgegangen, dass sich $ddyalozyten als auch Gliazellen
zu a-SMA-positiven Myofibroblasten differenzieren komaenahrend dieses Prozesses lasst
die Immunreaktivitat von GFAP und auch von CD-48n4° Die traktiven Bestandteile von

Myofibroblasten lieRen sich in jedem Stadium vorFIMachweisel? und zeigten sich auch
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in dieser Arbeit bei den sekundaren und rezidividem Makulaforamen positiv gefarbt.
Daher scheinen tangentiale Krafte epiretinaler pfeliferationen an der Pathogenese

idiopathischer, rezidivierender und sekundarer Niflosamen beteiligt zu sein.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ingem ILM-Préaparaten der idiopathischen
und sekundaren Makulaforamen, jedoch nicht in devi-Praparaten der rezidivierenden
Makulaforamen, die Antigene CD68 und CytokeratinRachweisbar waren. Die Antikorper
zur Detektion von Makrophagen und retinalen Pigmyeitthelzellen zeigten sich nur bei den
Makulaforamen positiv, bei denen die Erkrankungg&e Zeit vor Operation bestand.
Schumann et al. zeigten bereits, dass CytokeratisBaie CD-68 erst ab Stadium Il bei den
IMF zu finden sind?® Es ist anzunehmen, dass es sich bei den sekunhtemaforamen

ahnlich verhalt.

4.7 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend lasst sich aus dieser Arbeit fdegeschlussfolgern:

1. Die Flachpraparation chirurgisch exzidierter ILMg&nzt in besonderem Male die
konventionellen Praparationsverfahren der Seriengtgchnik. Erstmals gelang es in
dieser Arbeit die absolute Zellzahl, die Zellvdueg und die Zelldichte sowie die
Grole von ILM-Praparaten idiopathischer Makulafogamlll nach Gass, sekundarer
und rezidivierender Makulaforamen darzustellen aodanalysieren. Zudem konnte
durch eine milde chemische Fixierung dieser ILMgdarate eine

immunhistochemische Analyse der zellularen Bestalediiurchgefuhrt werden.

2. Hyalozyten und Gliazellen waren in allen untersanhEntitaten der Makulaforamen
nachweisbar. lhnen kommt eine wesentliche Bedeutimgler Entstehung der
Makulaforamen zu. Dabei konnten wir erstmals zeigiss Hyalozyten nicht nur bei
idioapthischen sondern auch bei sekundaren undiveenden Makulaforamen in

epiretinalen Zellproliferation auf der ILM auftrete

3. Die gleichzeitige Co-Lokalisation von Zell-spezififen Antigenen fir Hyalozyten
und Gliazellen konnte fur idiopathische Makulafoeambestétigt werden und erstmals

fur sekundare und rezidivierende Makulaforamen igézeverden. Durch den

66



4. Diskussion

Nachweis von Hyalozyten kommt dem Glaskdrper in dartstehung dieser
Makulaforamen eine zunehmende Bedeutung zu. Die sé&guenzen sind
weitreichend. Ziel der Vitrektomie muss sein, alReste der Glaskorperrinde
madglichst vollstandig von der Netzhautoberflacheszamdumen und die ILM als
Leitschiene fur epiretinale Zellproliferationen giebig im Bereich der Makula zu
entfernen. Zukunftig wird der kirzlich eingefuhrgeinarmakologischen Vitreolyse auf

dem Gebiet der Makulaforamentherapie eine zunehenBedeutung zukommen.

Der Nachweis voru-SMA-positiven Zellen weist auf das Vorkommen voryd#lbroblasten

hin, die als transdifferenzierte Zellen sowohl v@iiazellen als auch von Hyalozyten
ausgehen konnen und starke kontraktile Eigenschéfésitzen. In der vorliegenden Arbeit
wurden jedoch keine Hinweise zur Herkunft der Mgadblasten gefunden. Die Kontraktilitat
dieser Zellen fuhrt zur Ausbildung tangentialerkfi@nen an der Netzhaut. Das Vorkommen
von Myofibroblasten bei idiopathischen Makulaforam&ll sowie bei sekundéaren und
rezidivierenden Makulaforamen scheint demnach keiAlusbildung von Traktionen an der
Netzhaut eine wichtige Rolle zu spielen. Zukunftigéorschungsarbeiten sollten
Therapiestrategien entwickeln, um Myofibroblasterd UFibrosereaktion auf der Netzhaut
pharmakologisch zu hemmen, um dadurch die Behagdtlen Patienten risikoarmer und

erfolgreicher durchfiihren zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

Makulaforamen gehdren zur Gruppe der traktiven Ngkathien, einer Gruppe von
Netzhauterkrankungen, die den Bereich des scharfs¢hens betreffen und sich durch das
Vorliegen von Zugkraften an der inneren Grenzmeml§faM) auszeichnen. Als effektive
Therapie bei Makulaforamen ergibt sich derzeit &a=ling der ILM im Rahmen einer
Vitrektomie. Es besteht jedoch Unklarheit Uber Aafireten epiretinaler Zellansammlungen
an der ILM bei idiopathischen, rezidivierenden wekundaren Makulaforamen, was die
anhaltende Diskussion Uber das therapeutische Wergeind die Entfernung der ILM
wahrend der Vitrektomie bedingt. Ziel der vorlieden Arbeit war es daher, die Haufigkeit,
Verteilung und Herkunft dieser epiretinalen Zellander ILM bei idiopathischen, sekundéren
und rezidivierenden Makulaforamen zu analysiereie. Exgebnisse dieser Untersuchungen
sind fur das pathogenetische Verstandnis und far\agehen in der Netzhautchirurgie bei

Makulaforamen von wesentlicher Bedeutung.

In bisherigen Untersuchungen von Praparaten der thiviepiretinalen Zellproliferationen
wurden konventionelle Serienschnitte angefertigie deine absolute Zellzahlzéhlung
zulie3en. In dieser Arbeit wurde eine neue Methiddedie Praparation der ILM verwendet,
die Flachpraparation. Sie erlaubt, im GegensatzSarrenschnitttechnik, die Gesamtflache
der entfernten ILM, die Gesamtzellzahl sowie diertsftung der Zellen auf der ILM zu

bestimmen sowie immunhistologische Untersuchungelhl-Praparaten durchzuftihren.

Dafur wurden in dieser Arbeit die ILM-Praparate vé0 Patienten gewonnen, die im
Zeitraum von Oktober 2007 bis August 2009 an degeXklinik der Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen operiert worden sind. Insgesanriden 26 Patienten mit idiopathischen
Makulaforamen, 13 Patienten mit rezidivierenden Maforamen und 11 Patienten mit
sekundaren Makulaforamen eingeschlossen. Die dmclr gewonnenen ILM-Praparate
wurden immunhistologisch, interferenz- und phasetdastmikroskopisch untersucht. Dabei
kamen Zell-spezifische Antikorper fur Gliazellenn{igGFAP), Hyalozyten (anti-CD-45),
Aktinfilamente (antie-SMA), Makrophagen (anti-CD-68) und retinale Pignegithelzellen
(anti-CytokeratinPan) zur Anwendung. Die Patientgad wurden retrospektiv ausgewertet.

In allen Praparaten wurden epiretinale Zellproifemen nachgewiesen. ILM-Praparaten von

idiopathischen Makulaforamen zeigten eine mediae#idichte von 54 Zellen/mm2 mit
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groRer Varianz sowie das Vorliegen von Zellclustarn2/3 der Falle. Die Praparate der
rezidivierenden Makulaforamen zeigten eine mediggl&ichte von 76 Zellen/mm2. In 92%
(12 von 13 Préaparaten) wurde eine homogene ZediMeng beobachtet. In nur einem
Praparat wurde eine einzelne Zellclusterformatiefugden. Die Praparate der sekundaren
Makulaforamen zeigten eine mediane Zelldichte v@Z8llen/mm?2 mit einer Clusterrate von
45,5%. Das Auftreten der Zellcluster im Praparapethogenetisch relevant und spricht fur
eine stattgehabte Glaskorperanheftung mit vitreada&r Traktion in diesem lokalisierten
Areal der ILM. Gliazellen und Hyalozyten dominiarten allen ILM-Préaparaten bei
idiopathischen, rezidivierenden und sekundaren Néd@ramen. Myofibroblasten wurden
haufig in idiopathischen Makulaforamen gefundere Baufigkeit der positiven Anfarbungen
schwankte besonders bei anti-CD68 und anti-Cytdkétan. In der Gruppe der
rezidivierenden Makulaforamen fand sich in keinezr dProben eine Anfarbung fur
Makrophagen oder retinale Pigmentepithelzellen.i-&@45, der Hyalozyten-Marker, und
Anti-GFAP, der Gliazell-Marker, zeigten oft eine Cokalisation. Dabei war es unerheblich,
welcher Diagnosegruppe die Probe zugeordnet wiigeCo-Expression war in allen Proben

nachweisbar, in denen sich diese Antikdrper anfétie€en.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass die Flaphption chirurgisch exzidierter ILM-
Praparate in besonderem MalRe die konventionellerdapaPationsverfahren der
Serienschnitttechnik erganzt. Erstmals gelang edigser Arbeit die absolute Zellzahl, die
Zellverteilung und die Zelldichte sowie die GrofienviLM-Praparaten bei idiopathischen
Makulaforamen °lll nach Gass, sekundéren und reigidinden Makulaforamen darzustellen
und dabei auch immunhistologisch zu analysiere @eichzeitige Co-Lokalisation von
Zell-spezifischen Antigenen fir Hyalozyten und @éHen konnte fiur idiopathische
Makulaforamen bestéatigt werden und erstmals fir usédre und rezidivierende
Makulaforamen gezeigt werden. Durch den Nachweis \Hyalozyten kommt dem
Glaskdrper in der Entstehung dieser Makulaforamee eunehmende Bedeutung zu. Die
Konsequenzen sind weitreichend. Ziel der Vitrekmminuss sein, alle Reste der
Glaskdrperrinde mdglichst vollstandig von der Netfioberflache zu entfernen sowie die
ILM als Leitschiene fir epiretinale Zellproliferatien ausgiebig im Bereich der Makula zu

peelen.
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7. Anhang

Visus-Umrechnungstabelle
FulR  Meter Dezimal LogMAR

20/200 6/60 0.10 1.00
20/160  6/48 0.125 0.90
20/125 6/38 0.16 0.80
20/100  6/30 0.20 0.70
20/80 6/24 0.25 0.60
20/63 6/19 0.32 0.50
20/50 6/15 0.40 0.40
20/40 6/12 0.50 0.30
20/32  6/9.5 0.63 0.20
20/25  6/7.5 0.80 0.10
20/20 6/6 1.00 0.00
20/16  6/4.8 1.25 -0.10
20/12.5 6/3.8 1.60 -0.20
20/10 6/3 2.00 -0.30
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Publikation: Schumann RG, Eibl KH, Zhao F, Scheenbd/, Scheler R, Schaumberger MM,
Wehnes H, Walch AK, Haritoglou C, Kampik A, GandorfA. Imunocytochemical and
ultrastructural evidence of glial cells and hyalkesyin internal limiting membrane specimens
of idiopathic macular holes. Invest Ophthalmol 8. 2011; 52:7822-7834. Impact: 3,466

Abstract

PURPOSE: To provide new information on epiretiredl proliferation and the cells' origin in
idiopathic macular holes and to overcome the effetembedding and sectioning preparation

procedures on cell-distribution patterns.

METHODS: Interference and phase-contrast microscimpyunocytochemistry, and
scanning and transmission electron microscopy werrmed on surgically excised whole-
mounted internal limiting membrane (ILM) specimeesioved from 60 eyes with idiopathic
macular holes. Cell distribution and cell morphglegere correlated with
immunocytochemical staining characteristics. Twealghk type-specific antibodies were used
to detect glial cells, hyalocytes, retinal pigmepithelial cells, retinal ganglion cells, and

immune cells. Cell viability was analyzed.

RESULTS: Epiretinal cell proliferation was foundah ILM specimens, irrespective of the
stage of the macular hole. Cell density showedadwariety. Inmunocytochemistry
frequently revealed simultaneous expression of GEBB5, GFAP/CD64, GFAP/CD68,
GFAP/CRALBP, and GFAP/CD90. Some cells presentel intracellular contractile
filaments (antieSMA); others were not immunoreactive to any antijpedamined. The
percentage of viable cells showed a broad variéty asmean of 73% (SD 29%). Electron

microscopy demonstrated glial cells, hyalocytes, muyofibroblast-like cells.

CONCLUSIONS: The presence of epiretinal cells atlttM in all macular hole stages

strongly suggests a substantial involvement ofrogiration and proliferation in the course of
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macular hole development. Glial cells and hyalogytiay the predominant role in epiretinal
cell proliferation. Given the co-expression of gtell and hyalocyte markers,
transdifferentiation of epiretinal cells needs lfiert elucidation, especially with respect to

aSMA-positive cells leading to traction at the vdretinal interface.
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