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1 Fragestellung und Zielsetzung

1 Fragestellung und Zielsetzung

Traktive Makulopathien stellen eine vielschichtige Gruppe von Netzhauterkrankungen
dar, welche die Makula lutea - die Stelle des scharfsten Sehens - betreffen. Hierzu
zahlen die epiretinale Gliose, die verschiedenen Makulaforamina, das vitreomakulare
Traktionssyndrom und die proliferative Vitreoretinopathie. Allen traktiven
Makulopathien  ist die  Ausbildung von  mehrschichtigen Zell- und
Kollagenansammlungen an der vitreoretinalen Grenzregion zwischen Glaskorper und
innerer Grenzmembran der Netzhaut gemein. Diese Proliferationen entstehen im
Bereich der Makula und werden als pramakulare Membranen bezeichnet (Sebag, 2004),
(Sebag, et al., 2007), (Johnson M., 2005), (Green, 2006), (Gandorfer, et al., 2002).

Aufgrund ihrer hohen Pravalenz sind pramakulare Membranen funduskopisch bei
nahezu jedem Dritten Uber 45-Jahrigen nachweisbar (Ng, et al., 2011). Bei traktiven
Makulopathien kommt es zur Entstehung von vitreomakularen Zugkraften, welche pra-
, intra- und subretinale Veranderungen mit sich fuhren kdnnen (Sebag, 2008), (Sebag, et
al., 2009), (Krebs, et al., 2011). In der Pathogenese von primaren und sekundaren
pramakularen Membranen nimmt die Transdifferenzierung von Myofibroblasten aus
verschiedenen Vorlauferzellen eine wichtige Rolle ein (Hinz B., 2016), (Hinz, et al., 2012),
(Wiedemann, 1992). Durch aktive Kontraktion intrazellularer Blindel von Aktinfilamenten
in Myofibroblasten, welche sich immunzytochemisch mit anti-a-smooth muscle actin
(anti-a-SMA) anfarben lassen, verursachen sie die Ausbildung schwerer
Netzhautfalten im Bereich der Makula (Hinz B. , 2010), (Gandorfer, et al., 2005), (Smiddy,
et al., 1989), (Hinz B., 2016), (Kampik, et al., 1981), (Kampik, et al., 1980), (Messmer, et al.,
1998), (Hiscott P. , et al, 1984). Hierdurch kommt es neben einem deutlichen
Sehscharfeverlust auch zum Auftreten von Metamorphopsien (Verzerrtsehen). Dies
fuhrt dazu, dass Betroffene Tatigkeiten des Alltags wie beispielsweise Lesen,
Schreiben oder Autofahren oft nicht mehr ausfuhren kdnnen (Ng, et al., 2011), (Mitchell,
etal., 1997).

Derzeit stellt die mikrochirurgische pars plana Vitrektomie mit Entfernung der inneren
Grenzmembran und der pramakularen Membran von der Oberflache der Netzhaut das
einzig mogliche therapeutische Verfahren zur Behandlung traktiver Makulopathien dar

(Schaub, et al., 2016). Dieses sogenannte ,Peeling“ von innerer Grenzmembran und
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1 Fragestellung und Zielsetzung

pramakularen Gewebes ist ein risikobehaftetes und anspruchsvolles Verfahren, da
sich die innere Grenzmembran als eine feine und durchscheinende Struktur von nur
4-10 um Dicke prasentiert. Medikamentdse Anti-Fibrose-Therapiestrategien zur
Behandlung oder gar Verhinderung der Entstehung von pramakularen Membranen
werden derzeit untersucht und gepruift (Alge, et al., 2006).

Nicht nur in der Augenheilkunde, sondern auch in vielen anderen Fachbereichen wie
der Pneumologie, Nephrologie und Kardiologie kommt der Anti-Fibrose-Forschung
eine wichtige Rolle zu, mit dem Ziel pharmakologische Therapieansatze zu entwickeln.
Als zellulare Zielstrukturen sind dafur die Myofibroblasten identifiziert worden. In
pramakularen Membranen sind Myofibroblasten transdifferenzierte Zellen, die sich
beispielsweise aus Hyalozyten und retinalen Gliazellen entwickeln kénnen. Da
Myofibroblasten eine hohere kontraktile Aktivitat als glatte Muskelzellen besitzen, ist
das Ziel, sie im Sinne einer Anti-Fibrose-Therapie pharmakologisch zu hemmen. Als
Substanzgruppen werden derzeit beispielsweise Alkylphosphocholine (APCs)
diskutiert (Eibl, et al., 2007).

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, chirurgisch exzidierte pramakulare Membranen
von 16 Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose und 12 Augen mit proliferativer
Vitreoretinopathie flr die Flachpraparation aufzuarbeiten, um mittels Phasenkontrast-
, Interferenz-, Immunfluoreszenz- und Elektronenmikroskopie immunozytochemische
und ultrastrukturelle Gemeinsamkeiten und Unterschiede beider Entitdten zu
untersuchen und zu vergleichen. Fur die immunhistologische Analyse wurden
insgesamt 20 primare Antikdrper wie a-smooth muscle actin (a-SMA), Integrine (av,
avp3, avBs), Galectine (-3, -1), IBA-1, Emmprin (CD147), Ricinus communis agglutinin
| (RCA 1) und Kollagen-1 verwendet. Die Erfassung demographischer Patientendaten
sowie eine Auswertung der bestkorrigierten Sehscharfe auch im zeitlichen Verlauf
erfolgte fur die klinische Korrelation. Dadurch sollen das Verstandnis fur die
Entstehung traktiver Makulopathien verbessert und das therapeutische Vorgehen in
der Makulachirurgie weiterentwickelt werden. Die Ergebnisse sollen durch Entwicklung
pharmakologischer Therapieansatze dazu beitragen, Mdglichkeiten fur Ansatze der

Anti-Fibrose-Behandlung zu liefern.



2 Hintergrund

2 Hintergrund

2.1 Grundlagen

Das menschliche Auge lasst sich topographisch in zwei Abschnitte unterteilen: den
vorderen und den hinteren Augenabschnitt. Der vordere Augenabschnitt besteht aus
Bindehaut, Hornhaut, Vorderkammer, Regenbogenhaut (Iris), Pupille und Linse. Der
hintere Augenabschnitt umfasst u.a. den Glaskorper, die Netzhaut und den Sehnerv.

Einen groben Uberblick tiber die Strukturen des Auges gibt Abbildung 1.

Retina

Glaskorper

Kornea

Sehnerv
Iris

Abbildung 1: Vereinfachtes Schema eines menschlichen Augapfels (modifiziert nach (Grotz, 2016)).

2.1.1 Aufbau der Netzhaut und des Glaskorpers

Die Netzhaut, Retina (von lateinisch ,rete”, Netz), bildet die innerste von drei Schichten
des Augapfels. Sie lasst sich in einen lichtempfindlichen Teil (Pars optica) und einen
lichtunempfindlichen Teil (Pars caeca mit Pars iridica und Pars ciliaris) unterteilen
(Huppelsberg & Walter, 2009). Die Makula lutea bildet mit der Fovea centralis die Stelle
des scharfsten Sehens. Hier ist die Dichte der Photorezeptoren, der Sehsinneszellen,
mit 175 000 Zapfen pro mm? besonders hoch (Coupland & Bechrakis, 2008). Insgesamt
beherbergt die Netzhaut rund 126 Millionen Photorezeptoren (etwa 6 Mio. Zapfen und
etwa 120 Mio. Stabchen) (Huppelsberg & Walter, 2009). Nach Reizaufnahme wird die
Sinnesinformation durch den Sehnerv, den Nervus opticus, der durch die Axone der

Ganglienzellen gebildet wird, zum Gehirn geleitet und dort verarbeitet. Die
8



2 Hintergrund

Austrittsstelle des Sehnervs wird als Papilla nervi optici bezeichnet. Abbildung 2 zeigt
eine Fundusaufnahme eines gesunden rechten Auges. Dargestellt sind die Stelle des

scharfsten Sehens (Makula lutea) und der Sehnervenkopf (Papille).

Makula
lutea mit
Fovea
centralis

Papilla nervi optici

Abbildung 2: Fundusaufnahme eines gesunden rechten Auges. Innerhalb des oberen und unteren
Gefiaf3bogens liegt die Stelle des schirfsten Sehens, die Makula lutea. Nasal der Makula lutea liegt
der Sehnervenaustritt, die Papilla nervi optici (modifiziert nach (Grehn F., 2011)).

Anatomisch gliedert sich die Netzhaut von au3en nach innen in die folgenden zehn
Schichten (Liillmann-Rauch, 2009):

1) Pigmentepithelschicht

2) Schicht der Photorezeptoren (Stabchen und Zapfen)

AuRere Grenzmembran

w

AuRere Kdrnerschicht

o b

AuRere plexiforme Schicht

»

Innere Kornerschicht

~

Innere plexiforme Schicht

(o]

Ganglienzellschicht

Nt N N N N N N N

©

Nervenfaserschicht



2 Hintergrund

10) Innere Grenzmembran
Die Lage der einzelnen Netzhautschichten zueinander ist in Abbildung 3 dargestellt.

Eine Besonderheit ist, dass sich zellkernreiche und zellkernarme Schichten

miteinander abwechseln.

Licht
Innere Grenzmembran ————— . X o,
Nervenfaserschicht — — -
nglienzellschicht ——> | 7 o ¥ - : .
Ganglienzellschicht aam e Sl ERC T e
Innere plexiforme Schicht —————— &
vm <.
- .
Innere Kérnerschicht —> .. v é‘ “h ‘Qo. e ’"r" (X .A \“d‘}‘"‘f
‘ » ‘1
0... 1

AuRere plexiforme Schicht

AuRere Kornerschicht

AuRere Grenzmembran

Photorezeptorschicht

Pigmentepithelschicht

Abbildung 3: Histologischer Querschnitt durch die Netzhaut (modifiziert nach (Lang, 2014)).

Das erste Neuron bilden hierbei die Photorezeptoren, die Zapfen und Stabchen. Die
Zapfen sind fur das Tag- und Farbensehen verantwortlich und befinden sich somit vor
allem im zentralen Teil der Netzhaut, der Makula lutea. Die Stabchen hingegen sind
fur das Dammerungs- und Nachtsehen zustandig und finden sich Uberwiegend in der
Peripherie der Netzhaut. Die Bipolarzellen bilden das zweite Neuron der Netzhaut. Sie
leiten die Informationen an das dritte Neuron, die Ganglienzellen, weiter.
Embryologisch bedingt, zeigt die Netzhaut einen inversen Aufbau, sodass die

Photorezeptoren sich im auf3eren Teil der Netzhaut befinden. Dadurch muss der
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2 Hintergrund

Lichtstrahl (elektromagnetische Strahlung einer Wellenlange von 400-750nm) alle

Schichten der Netzhaut durchdringen, um zu den Photorezeptoren zu gelangen.

Des Weiteren enthalt die Netzhaut Horizontalzellen und amakrine Zellen, die als
inhibitorische Querverknupfungen der Netzhaut an der Signalweiterleitung der
Lichtreize mitbeteiligt sind. Die Horizontalzellen verknipfen mehrere Photorezeptoren

miteinander, die amakrinen Zellen verschalten mehrere Ganglienzellen miteinander.

l Lichteinfall l

3. Neuron  Ganglienzelle ] @) ©)
S
amakrine Zelle i O B O
2. Neuron  Hipolarzell ® 9 L
<@
'S H ta %
00090 900
1. Neuron Pt TYE R I N.Y R

Stabchen S B ® W

clelcleeieisleicee

Abbildung 4: Schematische Darstellung der konvergenten Signaliibertragung der Retina mit Zapfen
und Stibchen als 1. Neurone, Bipolarzellen als 2. Neurone, Ganglienzellen als 3. Neurone und den
dazwischen gelegenen Horizontalzellen und amakrinen Zellen (modifiziert nach (Huppelsberg &
Walter, Kurzlehrbuch Physiologie, 2009)).

Der Glaskorper, das Corpus vitreum, nimmt mit einem Anteil von rund 65%, den
grofdten Teil des Bulbus ein (Grehn F., 2008). Er befindet sich im hinteren
Augenabschnitt und fullt den Raum zwischen Linse und Retina. Zur Erhaltung seiner
optischen Transparenz ist der Glaskorper gefalllos und wird durch Diffusion ernahrt.
Er bildet nicht nur eine wichtige Barriere zwischen der vorderen Augenkammer und
der Netzhaut, sondern halt auch den intraokulédren Druck des Auges aufrecht.

Aulerdem unterstutzt er die Akkommodation durch die morphologische Besonderheit

11



2 Hintergrund

der posterioren Zonulafasern der Linse und der anterioren Glaskorperanteile (Liitjen-
Drecoll, et al., 2010).

Ultrastrukturell bildet der Glaskorper eine transparente extrazellulare Matrix, welche
bis zu 99% aus Wasser und dem darin geldsten Hyaluronan (Humor vitreus) besteht
(Lullmann-Rauch, 2009). Zu den festen Bestandteilen des Glaskorpers zahlen
Glykosaminoglykane wie Hyaluronsaure, Chondroitinsulfat und Heparansulfat sowie
unlésliche Proteine (Schumann, 2015). Hierbei stellt Kollagen das wichtigste unlosliche
Protein. Durch seine Netzwerk-ahnliche Anordnung aus einzelnen Kollagenfibrillen
verleiht es dem Glaskorper seine gelartige Konsistenz. Mit 60-75% befindet sich im
Glaskorper Uberwiegend das Kollagen Typ Il. Kollagen Typ IX findet sich mit 25% am
zweithaufigsten, Kollagen Typ V/XI ist mit 10-25% vertreten (Bishop, 2009). Als weitere

unldsliche Proteine lassen sich Albumin und Immunglobuline nachweisen.

2.1.2 Die vitreoretinale Grenzflache

Die vitreoretinale Grenzflache (vitreoretinal border region = VBR) setzt sich aus den
Ankerfibrillen der Glaskoérperrinde und aus der inneren Grenzmembran der Netzhaut

Zusammen.

Die innere Grenzmembran (engl.: inner limiting membrane, ILM) grenzt als innerste
Netzhautschicht direkt an die Glaskorperrinde und stellt die Basalmembran der Muller-
Zellen dar (Heegaard, 1997), (Heegaard, 1994). Sie besteht aus der Lamina densa, die
den zentralen Teil der Basalmembran bildet, und der Lamina rara (Lamina lucida), die
eine Verbindung vom Epithel zur Lamina densa der Basalmembran herstellt (Tozer &
Sebag, 2014). Die Dicke der Lamina rara ist Uber den ganzen Augenhintergrund verteilt
konstant und betragt 0,03 - 0,06 ym. Die Dicke der Lamina densa variiert je nach
Lokalisation (Tozer & Sebag, 2014), (Henrich, et al., 2012).

Im Bereich der Fovea ist die innere Grenzmembran mit circa 20 nm am dunnsten,
wohingegen sie im Bereich des hinteren Netzhautpols eine maximale Dicke von 400-
2000 nm aufweist (Schumann, 2015). Dies liegt an den unterschiedlichen Langen der
Kollagenfibrillen des Glaskorpers. Diese sind namlich im Bereich der Ora serrata am

langsten und im Bereich der Makula lutea am klrzesten (Heegaard, 1997). Zudem ist

12



2 Hintergrund

bekannt, dass die innere Grenzmembran altersbedingten Veranderungen unterliegt.

Mit dem Alter nimmt die Dicke zu, die Elastizitat hingegen ab (Schumann, 2015).

Ultrastrukturell weist die innere Grenzmembran eine glatte, dem Glaskorper
zugewandte Seite auf sowie eine charakteristisch undulierte Seite, welche zur
Netzhaut gerichtet ist (Heegaard, 1994), (Henrich, et al., 2012). Dies ist in Abbildung 5

dargestellt.

Vitreale Seite

Retinale Seite

Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer inneren Grenzmembran (ILM) mit glatter
vitrealer Seite und undulierter retinaler Seite. Vergrof3erung 3000-fach (eigene Aufnahme).

Die innere Grenzmembran setzt sich aus einem fibrillaren Geflecht aus Kollagen Typ
| und IV sowie aus unterschiedlichen Proteoglykanen zusammen (Henrich, et al., 2012).
Die Verbindung zum Glaskdrper wird durch die extrazellularen Verbindungsproteine
Laminin und Fibronektin erreicht. Hierbei bindet das mit zunehmendem Alter immer
geringer werdende Laminin an das Kollagen Typ IV der inneren Grenzmembran.
Fibronektin bindet an das Kollagen Typ Il und die Hyaluronsaure des Glaskdrpers
(Gandorfer & Kampik, 2008).

Die Glaskorperrinde stellt neben der inneren Grenzmembran die zweite

Hauptkomponente der vitreoretinalen Grenzflache dar. Die Glaskdrperrinde formt den
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2 Hintergrund

aulleren Abschnitt des Glaskorpers und wird aus einem Netz aus Kollagenfibrillen
gebildet, welches zum Glaskdrperrand immer dichter wird. Dadurch entsteht eine
Verankerung an der Netzhaut. Besonders fest mit der Netzhaut verwachsen ist der
Glaskorper im Bereich der Ora serrata und der Sehnervenpapille (Liillmann-Rauch,
2009). Die Glaskorperrinde ist circa 100 — 110 pm dick (Tozer & Sebag, 2014) und enthalt
ultrastrukturell neben Kollagenfibrillen auch vereinzelt Zellen wie Hyalozyten und
Fibroblasten (Bishop, 2009). Diese in die Glaskorperrinde eingebetteten Hyalozyten
befinden sich etwa in einem Abstand von 20 — 75 uym zur ILM (Tozer & Sebag, 2014),
(Qiao, et al., 2005).

Zwischen der inneren Grenzmembran und der Glaskorperrinde befindet sich eine
extrazellulare Matrix mit Fibronektin, Laminin, Chondroitinsulfat, Heparansulfat und
Opticin (Ramesh, et al., 2004), (Wang & Sebag, 2010). Diese Matrix sorgt fur eine feste

Anheftung der inneren Grenzmembran mit der Glaskorperrinde.

2.1.3 Physiologische Altersveranderung

Die altersbedingte hintere Glaskorperabhebung stellt eine physiologische strukturelle
Veranderung des Glaskorpers dar. Sie beginnt meist ab dem 40. Lebensjahr im
perifovealen Bereich und schreitet dann langsam uber viele Jahre fort (Schumann,
2015).

Pathogenetisch wird die altersbedingte hintere Glaskorperabhebung Uberwiegend
durch die Syneresis des Glaskorpers bedingt (Bishop, 2009), (Johnson M., 2012). Unter
Syneresis versteht man die Schrumpfung und Verflissigung des Glaskorpers. Hierbei
geht seine Konsistenz langsam von gelartig in flissig Uber. Die Verflissigung ist
Ergebnis der Anderung des Gehalts an Hyaluronsdure und Kollagen (Balazs &
Denlinger, 1982), (Sebag, et al., 2014). Durch die stetige Produktion der Hyaluronsaure
durch die Hyalozyten nimmt deren Konzentration im Alter zu. Die Konzentration des
Kollagens vermindert sich jedoch im Laufe des Lebens, da einmal embryonal
angelegte Kollagenfibrillen im Alter nicht mehr nachgebildet werden, sondern auch
vermehrt abgebaut werden (Denlinger & Balazs, 2014). Hierbei scheint insbesondere

der Verlust von Kollagen Typ IX von herausragender Bedeutung zu sein.
14



2 Hintergrund

Neben der Verflissigung des Glaskorpers ist auch die Abnahme von Laminin an der
vitreoretinalen Grenzflache an der Entstehung der altersbedingten hinteren
Glaskorperabhebung beteiligt (Bishop, 2009), (Johnson M., 2012). In jungen Jahren ist
der Glaskorper an der Papille, den Gefalken und der peripheren Netzhaut angeheftet.
Im Alter 16sen sich diese Verbindungen von Glaskérper und Netzhaut und fuhren
folglich zu einer Abloésung der hinteren Glaskorperrinde von der inneren
Grenzmembran (Johnson M., 2012). Uchino und Kollegen haben diesen uber Jahre
andauernden Prozess in funf Stadien eingeteilt, welche in Abbildung 6 schematisch
dargestellt sind:

e Stadium 0: Der Glaskorper liegt vollstandig an der Netzhaut an.

e Stadium 1: Beginn der Ablosung des Glaskorpers perifoveal.

e Stadium 2: Der Glaskorper ist in allen Quadranten perifoveal abgehoben, aber
mit Fovea und der Papille noch verbunden. Dies wird als partielle hintere
Glaskorperabhebung bezeichnet.

e Stadium 3: Der Glaskorper ist von der gesamten Fovea getrennt. Es besteht
noch eine Anheftung des Glaskorpers an der Papille.

e Stadium 4: Der Glaskorper hat sich vollstandig von der Netzhaut gelost. Hierbei
handelt es sich um eine komplette hintere Glaskdrperabhebung.

(Uchino, 2001).
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2 Hintergrund

Glaskorper
Stadium 0:
o ] Papille
vollstandig anliegender Glaskorper
Fovea

Stadium 1:
perifoveal beginnende Glaskérperabhebung

Stadium 2:

Perifoveale Glaskdrperabhebung in
allen 4 Quadranten bei noch
bestehender vitreofovealer Anheftung

Stadium 3:

Foveale Glaskoérperabhebung bei
bestehender vitreopapillarer Anheftung

Stadium 4: *

Komplette hintere Glaskdrperabhebung

Abbildung 6: Schematische Darstellung der physiologischen hinteren Glaskérperabhebung von
Stadium 0 bis Stadium 4. Abgehobene Bereiche sind jeweils mit * markiert (modifiziert nach
(Uchino, 2001)).

Im klinischen Alltag ist das haufigste Symptom der Patienten die Wahrnehmung von
Glaskorpertribungen. Diese imponieren als Schleier oder Schatten und werden auch
als ,mouches volantes® (engl.: ,Floater®) bezeichnet. Hierbei handelt es sich um eine
entoptische Erscheinung, die durch anatomische Gegebenheiten im Augeninneren

bedingt ist, aber vom Patienten subjektiv vor dem Auge wahrgenommen wird.

Normalerweise verlauft dieser Vorgang von Glaskdrperverflissigung und Loslésung
vitreoretinaler Adharenzen zeitgleich. Verflussigt sich der Glaskdrper ohne Loslésung
vitreoretinaler Adharenzen oder umgekehrt, wird dies als anomale hintere
Glaskorperabhebung bezeichnet. Man unterscheidet eine inkomplette hintere
Glaskorperabhebung (Vitreoschisis) von einer kompletten hinteren
Glaskdrperabhebung, bei der noch an einzelnen Stellen Anheftungen von Glaskérper

und Netzhaut bestehen (partiell komplette hintere Glaskorperabhebung). Die anomale
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hintere Glaskorperabhebung kann Ursache verschiedener vitreoretinaler Pathologien

sein. Dies zeigt Abbildung 7.

Die anomale hintere Glaskdrperabhebung (PVD) und ihre
Folgen

Vitreoretinale Adhasionen

T
Inkomplette PVD = VITREOSCHISIS Partiell komplette PVD
yd
Pramakulare
Membran Periphere Separation mit
vitreomakuldrer Traktion

/ \ /< Posteriore Separation,
Zentrifugale Zentripedale mit peripherer Traktion
Kontraktion Kontraktion

Makula Papille

\

Macular Vitreomakulares Vitreopapilldre  Rhegmatogene

Makulaforamen pucker Traktionssyndrom Traktion Ablatio retinae

® R.G. Schumann

Abbildung 7: Die anomale hintere Glaskérperabhebung und ihre Folgen (modifiziert nach (Sebag,
2008)).

Als Vitreoschisis wird eine inkomplette hintere Glaskorperabhebung bezeichnet, bei
der sich die Glaskdrperrinde in ein vorderes und hinteres Blatt auftrennt. Das hintere
Blatt bleibt aufgrund bestehender fester Verbindungen an der inneren Grenzmembran
haften. Das vordere Blatt |0st sich mit dem sich verflissigenden Glaskdrper nach
anterior  (Sebag, 2008). Mdogliche Folgen einer inkompletten hinteren
Glaskorperabhebung mit Vitreoschisis konnen Makulaforamen und Macular Pucker

(idiopathische epiretinale Gliose) sein (Sebag, et al., 2014).

Bei der partiell kompletten hinteren Glaskorperabhebung bleibt die Glaskorperrinde
intakt, l6st sich allerdings nicht an allen Stellen von der Netzhaut ab. Bei
persistierender zentraler Verbindung, aber losgeldster Peripherie, resultiert eine

vitreomakulare oder vitreopapillare Traktion. Lost sich der Glaskorper vom hinteren
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Netzhautpol, bleibt aber mit der Netzhautperipherie verankert, kann dies zu

traktionsbedingten Netzhautabldsungen fuhren (Sebag, et al., 2014).
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2.2 Idiopathische epiretinale Gliose

Die idiopathische epiretinale Gliose bezeichnet eine membrandse Zell- und
Kollagenansammlung, welche sich auf der Netzhautoberflache auf der vitrealen Seite
der inneren Grenzmembran bildet (Schumann, 2015), (Tozer & Sebag, 2014), (Sebag, et
al., 2014). Typischerweise entstehen diese Membranen im Makulabereich und werden

daher oft als pramakulare Membranen bezeichnet.

Unterschieden werden primare (idiopathische) epiretinale Gliosen von sekundaren, die
nach Netzhautablésung, Augenoperation, Trauma oder Entzindung entstehen
konnen. Das Manifestationsalter idiopathischer epiretinaler Gliosen liegt meist Uber
dem 50. Lebensjahr (Burk & Burk, 2014).

Je nach Lokalisation und Auspragung konnen epiretinale Gliosen symptomatisch
werden. Die mildere Form zeigt sich funduskopisch als transparente und leicht
glitzernde pramakulare Membran und wird als Cellophan-Makulopathie bezeichnet
(Grehn F., 2008). Die begleitende Sehscharfe kann dabei normal bis leicht reduziert sein
(Kanski, 2004). Bei fortgeschrittenen Befunden stellt sich die pramakulare Membran
als grau-weilliche Struktur dar, die eine deutlich sichtbare Traktion auf die Netzhaut
ausuben und somit innere Netzhautschichten in Falten ziehen kann. Diese
fortgeschrittene Form einer idiopathischen epiretinalen Gliose wird ,Macular pucker”
genannt (Schumann, 2015). Bei dieser Form bemerkt der Patient oft ein starkes
Verzerrtsehen (Metamorphopsien) bis hin zum deutlichen Visusverlust (Kanski, 2004).
Die Einteilung nach Gass ist in Abbildung 8 dargestellt. Das Stadium Gass °0
bezeichnet die reine Cellophanmakulopathie ohne Netzhautfalten oder Verziehungen
im Bereich der Makula. Eine idiopathische epiretinale Gliose nach Gass °1 weil3t
neben der Cellophanmakulopathie zusatzlich oberflachliche Netzhautfalten auf. Gass
°2 beschreibt mit deutlichen Netzhautfalten eine fortgeschrittene Form der

idiopathischen epiretinalen Gliose, den Macular Pucker (Burk & Burk, 2014).
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Idiopathische epiretinale Gliose

Gass Terminologie Anmerkung

0 Cellophanmakulopathie | Keine Faltenbildung oder
Verziehung im
Bereich der Makula

1 Cellophanmakulopathie | Assoziiert mit
mit Falten oberflachlichen
Netzhaufalten
2 Macular pucker Assoziiert mit

durchgreifenden
Netzhautfalten aller
retinaler Schichten

Abbildung 8: Augenhintergrund von 3 rechten Augen in verschiedenen Stadien der idiopathischen
epiretinalen Gliose: Gass °0, Gass°1 und Gass°2 (modifiziert aus dem Archiv der Augenklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen).

Mit 15,1% ist die Pravalenz der idiopathischen epiretinalen Gliose in der
Bevolkerungsgruppe der Uber 70-Jahrigen relativ hoch (McCarty, et al., 2005). Zuletzt
konnte gezeigt werden, dass sogar bei jedem dritten Gesunden Uber 45 Jahre eine
funduskopisch sichtbare idiopathische epiretinale Gliose nachgewiesen werden
konnte (Ng, et al., 2011). Im Erwachsenenalter ist das Risiko an einer idiopathischen
epiretinalen Gliose zu erkranken fur Frauen und Manner gleich hoch (McCarty, et al.,
2005), (Klein, et al., 1994), (Khaja, et al., 2008). Der Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung
einer idiopathischen epiretinalen Gliose ist das fortschreitende Alter. Weitere
Risikofaktoren sind hohe Cholesterinspiegel, Diabetes mellitus, Rauchen und
vorangegangene Augenoperationen (vor allem Plomben-Operationen) (Khaja, et al.,
2008), (Klein, et al.,, 1994), (Ng, et al., 2011). AuRerdem scheint die idiopathische
epiretinale Gliose in der asiatischen Bevdlkerung haufiger aufzutreten, verglichen mit

der kaukasischen, afroamerikanischen und hispanischen Bevdlkerung (Ng, et al., 2011).
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2.21 Pathogenese

In der Pathogenese von pramakularen Membranen werden in der Literatur zwei
verschiedene Entstehungstheorien diskutiert. Unumstritten scheint jedoch, dass die
hintere Glaskdrperabhebung eine entscheidene Rolle spielt (Sebag, et al., 2014). Bei 80-
95% aller an idiopathischer epiretinaler Gliose erkrankten Patienten konnte eine
hintere Glaskorperabhebung dokumentiert werden (Appiah, et al., 2005), (Johnson M.,
2010), (Gupta, et al., 2008), (Kishi & Shimizu, 1994), (Sidd, et al., 1982), (Wise, 1975). Dieser
Prozentsatz ist deutlich hoher als die Pravalenz der hinteren Glaskorperabhebung in
der Normalbevdlkerung der Uber 50-Jahrigen mit 53% und sogar hoher als die
Pravalenz der Uber 70-Jahrigen mit 63% (Foos & Wheeler, 1982), (Lindner, 1966).

Zum Einen wird postuliert, dass wahrend der hinteren Glaskorperabhebung durch
antero-posteriore Zugkrafte Defekte (sog. Poren) in der inneren Grenzmembran
entstehen, welche folglich eine praretinale Migration und Proliferation retinaler Zellen
induzieren. Hierbei handelt es sich in erster Linie um Gliazellen, Fibroblasten und
Astrozyten, die nach Glaskdrperabhebung durch die sog. Poren in der inneren
Grenzmembran in den vitreoretinalen Grenzspalt gelangen und dort zur Proliferation
angeregt werden (Hiscott P., et al., 1984), (Gandorfer, et al., 2014). Diese proliferierenden
Zellen konnten auch auf der retinalen Seite der inneren Grenzmembran bei Patienten

mit Cellophanmakulopathie nachgewiesen werden (Haritoglou, et al., 2007).

Derartige ,Poren wurden in der inneren Grenzmembran bisher aber nur sehr selten
gefunden (Gandorfer, et al., 2011). Deshalb wird davon ausgegangen, dass auch andere
Mechanismen die Absiedlung und Proliferation praretinaler Zellen auf der inneren
Grenzmembran begunstigen kdonnen. Es wird vermutet, dass durch die anomale
hintere Glaskdrperabhebung eine Spaltung der Glaskorperrinde (Vitreoschisis)
entstehen kann, welche mittels optischer Koharenztomographie (OCT) bei 42-50%
und intraoperativ bei 80% aller Patienten mit idiopathischer epiretinaler Gliose
nachgewiesen werden konnte. Folglich kbnnen Hyalozyten auf der Oberflache der
inneren Grenzmembran verbleiben und durch Proliferation und Transdifferenzierung
die Bildung pramakularer Membranen induzieren (Gupta, et al., 2011), (Girach & de Smet,

2013), (Yamashita, et al., 2008). Wie bereits erwahnt befinden sich die Hyalozyten in
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einem Abstand von 20 — 75 ym zur inneren Grenzmembran in der Glaskorperrinde
(Tozer & Sebag, 2014), (Q1ao, et al., 2005).

Spaltet sich die Glaskorperrinde anterior der eingebetteten Hyalozyten, verbleibt eine
relativ dicke, zelullare Membran auf der inneren Grenzmembran (Sebag, et al., 2014).
Die verbleibenden Hyalozyten sorgen dann nicht nur mittels ,connective tissue growth
factor® (CTGF) Ausschattung fur eine Kontraktion des Glaskorpers (Hirayama, et al.,
2004), sondern konnen sich auch in Anwesenheit von ausgeschuttetem ,transforming
growth factor B 2“ (TGF-2) in aktive Myofibroblasten transdifferenzieren (Kohno, et al.,
2009). Aktive a-smooth muscle actin (a-SMA)-positive Myofibroblasten kdénnen
schlieRlich durch ihre kontraktile Fahigkeit retinale Schichten in Falten ziehen (Kohno,
et al.,, 2009). Wird eine zentral in Richtung Fovea centrals gerichtete Kontraktion
erzeugt, resultiert daraus das Krankheitsbild eines Macular Pucker (Sebag, et al., 2014).
Spaltet sich die Glaskdrperrinde posterior der eingebetteten Hyalozyten, verbleibt eine
weitaus dunnere, hypozellulare pramakulare Membran auf der inneren
Grenzmembran. Kommt es durch diese Membran zu einer tangential (zentrifugal zur
Fovea centralis) gerichteten Traktion, kann ein Makulaforamen induziert werden
(Sebag, et al., 2014).

Erst kurzlich konnte jedoch gezeigt werden, dass bei idiopathischer epiretinaler Gliose
auch an mehreren Orten gleichzeitig eine Kontraktion auftreten kann. Hierbei gilt, je
mehr kontrahierende Stellen eine pramakulare Membran aufweist, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit, dass der betroffene Patient intraretinale Zysten und eine verdickte
Makula entwickelt (Gupta, et al., 2008).

Aullerdem ist bekannt, dass die pramakulare Membran mit der Zeit strukturellen
Umbaumalinahmen unterworfen ist. So konnte nachgewiesen werden, dass erst kurz
bestehende pramakulare Membranen mehr Zellen und weniger Kollagen enthielten.
Dagegen wurde in schon langer bestehenden pramakularen Membranen vermehrt

Kollagen und ein voranschreitender Zelltod beobachtet (Hiscott, et al., 1985).

Die nachfolgende Abbildung 9 bietet eine Ubersicht der bei idiopathischer epiretinaler

Gliose vorkommenden Zellen und ihrer Herkunft.
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Zellproliferationen
bei idiopathischer
epiretinaler Gliose

Gliazellen Hyalozyten
Durch ILM-Poren ‘ ‘ Durch Vitreoschisis
e Mullerzellen ¢ Sesshafte
 Mikrogliazellen Makrophagen der

o Astrozyten Glaskérperrinde

Abbildung 9: Zellen der idiopathischen epiretinalen Gliose und ihre Herkunft (modifiziert nach
(Gandorfer, et al., 2014)).

2.2.2 Immunozytochemische und ultrastrukturelle Charakteristika

Der Begriff Gliose gibt bereits Hinweise auf die ultrastrukturelle Zusammensetzung
dieser pramakularen Membranen. Den Groliteil der zellularen Komponente stellen
somit Gliazellen und Hyalozyten dar (Gandorfer, et al., 2014), (Sebag, et al., 2014), (Zhao,
etal., 2013).

Ein wichtiges Merkmal pramakularer Membranen der idiopathischen epiretinalen
Gliose ist deren Fahigkeit zur Kontraktion. Gewahrleistet wird diese Eigenschaft durch
das Vorhandensein von Myofibroblasten, welche die kontraktilen Zellen der
pramakularen Membranen darstellen. Immunozytochemisch reagieren sie stark positiv
auf anti-a-Glattmuskelaktin ~ (engl.: anti-a-smooth-muscle-actin; anti-a-SMA).
Myofibroblasten oder Myofibroblasten-ahnliche Zellen entstehen bei idiopathischer
epiretinaler Gliose durch Transdifferenzierung aus moglichen Vorlauferzellen, den
Gliazellen und Hyalozyten, seltener aus Fibroblasten (Gandorfer, et al., 2014), (Abu El-
Asrar, et al., 2011). Vor allem die beobachtete Kolokalisation von anti-a-SMA mit dem

Hyalozytenmarker anti-CD-163 lasst darauf schlieen, dass Hyalozyten mogliche
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Progenitorzellen der Myofibroblasten-Transdifferenzierung darstellen (Zhao, et al.,
2013). Hyalozyten gelten als die Makrophagen des Glaskorpers und zeigen
ultrastrukturell einen lobularen Zellkern, einen deutlich erkennbaren Golgi-Apparat,
sowohl raues als auch glattes endoplasmatisches Retikulum und viele lysosomale
Vesikel und Phagosomen in ihrem Zytoplasma (Gandorfer, et al., 2014). Myofibroblasten
sind charakterisiert durch einen fusiformen Zellkern und Zellkorper, viel raues
endoplasmatisches Retikulum und Ansammlungen von 5-7 nm dicken,
subplasmalemmalen zytoplasmatischen Filamenten mit fusiformen Verdichtungen
(Gandorfer, et al., 2014).

Da deutlich mehr Myofibroblasten bei idiopathischer epiretinaler Gliose mit anomaler
hinterer Glaskorperabhebung vorkommen, als bei idiopathischer epiretinaler Gliose
mit physiologischer hinterer Glaskorperabhebung, scheint eine anomale hintere
Glaskorperabhebung  sowohl die  Hyalozytenproliferation als auch die
Transdifferenzierung in Myofibroblasten-ahnliche Zellen positiv zu beeinflussen
(Gandorfer, et al., 2014), (Zhao, et al., 2013).

Neben Gliazellen, Hyalozyten und Fibroblasten finden sich auch wenige Astrozyten,
Mdallerzellen, Mikrogliazellen und Makrophagen (Kampik, et al., 1980), (Kampik, et al.,
1981), (Schumann, et al., 2010), (Smiddy, et al., 1989). Vereinzelt kbnnen auch Zellen des
retinalen Pigmentepithels nachgewiesen werden. Allerdings scheinen diese mehr im
Zusammenhang mit sekundaren pra- und subretinalen Membranen z.B. nach

Netzhautablosungen zu stehen (Sebag, et al., 2014), (Gandorfer, et al., 2014).

Ultrastrukturell lassen sich zwei verschiedene Membrantypen voneinander
unterscheiden. Bei Typ 1 befindet sich eine Schicht aus Glaskorperkollagen zwischen
pramakularer Membran und innerer Grenzmembran, sodass dieser Membrantyp aus
einer anomalen hinteren Glaskdrperabhebung mit Vitreoschisis resultieren konnte
(Gandorfer, et al., 2014).

Pramakulare Membranen vom Typ 2 liegen hingegen direkt der inneren
Grenzmembran auf. Diesem Typ pramakularer Membran scheint eine komplette
hintere Glaskdrperabhebung (ohne Vitreoschisis) vorauszugehen (Gandorfer, et al.,
2014).

24



2 Hintergrund

Dementsprechend unterscheiden sich diese beiden Membrantypen auch hinsichtlich
des Ursprungs ihrer zellularen Bestandteile. Wahrend Hyalozyten bei Typ 1 die
vorherrschenden Zellen sind, kommen bei Typ 2 vor allem Gliazellen und fibrése
Astrozyten vor (Gandorfer, et al., 2014).

Diese beiden Membrantypen sind in nachfolgender Abbildung 10 gegenubergestellt.

© R. G. Schumann

Abbildung 10: Elektronenmikroskopische Aufnahme mit schematischer Gegeniiberstellung der Typ
1 und Typ 2 pramakuliren Membranen (PMM). a: elektronenmikroskopische Aufnahme einer PMM
Typ 2, b: elektronenmikroskopische Aufnahme einer PMM Typ 1, c: schematische Darstellung einer
PMM Typ 2, d: schematische Darstellung einer PMM Typ 1 (modifiziert nach (Haritoglou, et al., 2014),
(Gandorfer, et al., 2012)).

2.2.3 Kilinik und Therapie

Im klinischen Alltag werden idiopathische epiretinale Gliosen oft durch

Metamorphopsien symptomatisch. Metamorphopsie bezeichnet ein Verzerrtsehen,

welches durch Netzhautfalten aufgrund der kontraktilen Elemente der idiopathischen

epiretinalen Gliose entstehen kann. Hierbei korreliert der Grad der

Netzhautkontraktion mit dem Ausmal} der Metamorphopsien (Arimura, et al., 2005).

Zudem konnen idiopathische epiretinale Gliosen neben Mikropsien (Verkleinerung der
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Umgebung) und Makropsien (Vergrof3erung der Umgebung) auch zu Nebelsehen und
Visusminderung bis hin zu deutlichem Visusverlust fuhren (Haritoglou, et al., 2014). Die
Sehscharfenverschlechterung ist auf traktionsbedingte, irreversible Defekte in der
Photorezeptorschicht zurlckzufuhren. Eine Beurteilung dieser Schicht ist von
besonderer, prognostischer Relevanz. Bisherige Untersuchungen konnten namlich
zeigen, dass praoperativ bestehende Defekte der Photorezeptorschicht statistisch
signifikant mit einem schlechteren postoperativen Visus korrelieren (Suh, et al., 2009).
Neben Defekten in der Photorezeptorschicht, kann die auf innere Netzhautschichten
ausgeulbte Traktion auch zu Verziehungen der Gefalle oder zu einem traktiven
Makuladdem fuhren, was wiederum mit einer schlechteren Sehscharfe korreliert
(Sebag, et al., 2009), (Wilkins, et al., 1996). Funduskopisch sind sowohl die pramakulare
Membran, als auch Netzhautfalten und Gefalidistorsionen gut zu erkennen. Zudem
zeigt sich an der Spaltlampe oft eine Netzhautverdickung mit Aufhebung der fovealen
Depression (Watanabe, et al., 2009), (Okamoto, et al., 2012).

In der Regel schreitet die Visusminderung jedoch nur langsam voran. Innerhalb von 5
Jahren entwickeln nur circa 29% der Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose eine
deutliche Sehscharfeverschlechterung (Fraser-Bell, et al., 2003). Anfangs betrifft die
idiopathische epiretinale Gliose meist nur ein Auge. Bei 20 — 31% aller Patienten sind
beide Augen betroffen; bilaterale Symptome entwickeln 14% aller Patienten innerhalb
von 5 Jahren (Fraser-Bell, et al., 2003), (Mitchell, et al., 1997).

Neben der Funduskopie spielt die hochauflosende Spektral-Domain optische
Koharenztomographie (SD-OCT) eine entscheidende Rolle in der Diagnostik der
idiopathischen epiretinalen Gliose (Do, et al., 2007). Die pramakulare Membran stellt
sich in der SD-OCT-Aufnahme als hochreflektierende dinne Linie dar, die der inneren
Grenzmembran der Netzhaut direkt aufliegt und zu deutlicher Faltenbildung flihren
kann (Kanski, 2004). Dies ist in Abbildung 11 dargestellt. Auch die Aufhebung der
fovealen Depression kann mittels SD-OCT durch eine Uber die Fovea hinwegziehende

pramakulare Membran deutlich gemacht werden.
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aufgehobene foveale
Pramakuldare Membran Depression

Fovea centralis

Sehnervenpapille

Abbildung 11: SD-OCT-Aufnahme eines rechten Auges mit idiopathischer epiretinaler Gliose
(modifiziert aus dem Archiv der Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen).

Als weitere diagnostische Mittel konnen die rotfreie Fotografie und in speziellen Fallen
die Fluorescein-Angiografie angewandt werden. In der Fluorescein-Angiografie zeigt
sich charakteristischerweise meist keine oder eine mittelgradige Leckage aus den
Gefalken ohne Zysten. Die typischen Verziehungen der Gefalte werden hierdurch gut
sichtbar (Kanski, 2004). Die Ausdehnung der pramakularen Membran Iasst sich am

besten durch Fotografie mit rotfreiem Licht darstellen (Kanski, 2004).

Therapeutisch besteht die Moglichkeit einer operativen Entfernung des pramakularen
Gewebes. Die primare Therapieindikation ist hierbei zum einen abhangig vom
Leidensdruck des Patienten und zum anderen von der zunehmenden Visusminderung.
Da idiopathische epiretinale Gliosen trotz ihrer relativ hohen Pravalenz oft auch
asymptomatisch bleiben, kann auch erst bei Auftreten oder Zunahme der Symptome
ein operatives Vorgehen Uberlegt werden. Jedoch sollte die Operation bei

Beschwerden und deutlichem Visusverlust nicht zu lange hinausgezogert werden, da
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eine lang bestehende idiopathische epiretinale Gliose zum Nachlassen der
Netzhautelastizitat und zu Alterationen der Photorezeptoren und des retinalen
Pigmentepithels fuhrt. Dies kann, wie oben bereits erwahnt, die postoperative
Prognose ungunstig beeinflussen (De Bustros, et al., 1988), (Rice, et al., 1986), (Wong, et
al., 2005).

Die operative Therapie beinhaltet eine transkonjunktivale, nahtlose pars plana
Vitrektomie mit Peeling der pramakuldren Membran und der inneren Grenzmembran.
Bei diesem Verfahren wird nach Glaskorperentfernung die pramakulare Membran und
innere Grenzmembran mittels Pinzette mdoglichst vollstandig von der Netzhaut
abgezogen. Zur besseren Darstellbarkeit der Membran wird meistens ein Farbstoff
(z.B. Brilliant Blau) verwendet. Abschlieend wird eine Tamponade, meist bestehend

aus Luft oder Gas (C2F6), in das Auge eingegeben.

Postoperativ bessern sich die Metamorphopsien nach erfolgreicher Operation meist
zugig. Eine postoperative Visusverbesserung tritt in mehr als 50% der operierten
Patienten auf. Bei erfolgreicher Operation wird im Mittel ein postoperativer Visus von
0,2 bis 0,6 erreicht (Burk & Burk, 2014). Wichtig ist aber, die Patienten ausfluhrlich
darUber aufzuklaren, dass sich eine Verbesserung der Sehscharfe Uber einen
Zeitraum von mehreren Wochen sogar bis zu einem Jahr hinausziehen kann. Die
foveale Depression bildet sich bei lang vorbestehender idiopathischer epiretinaler
Gliose oft nicht vollstandig zurtick (Heimann & Kellner, 2010). In 10% der Falle kommt
es auch nach initial erfolgreicher pars plana Vitrektomie mit Peeling pramakularen
Gewebes zu einer erneuten idiopathischen epiretinalen Gliose (Gibran, et al., 2008),
(Kwok, et al., 2004). Eine Erklarung hierfur ware, dass durch Peeling Defekte entstehen
konnen, durch die Gliazellen erneut in den vitreoretinalen Grenzspalt migrieren und

dort anschliel3end proliferieren.

Eine pharmakologische Therapie zur Hemmung der Migration und Proliferation
pramakularer Zellen existiert derzeit leider noch nicht.

Ein  moglicher  pharmakologischer  Therapieansatz  ware  jedoch  die
Kontraktionshemmung durch Hemmung der aus Hyalozyten transdifferenzierten

Myofibroblasten-ahnlichen Zellen. Platelet Derived Growth Factor (PDGF) sorgt in
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Kombination mit Transforming Growth Factor B 2 (TGF-2) fur eine Phosphorylierung
und damit Aktivierung der Myosin-Leichtketten. Hierfir wird der rho-Kinase
Reaktionsweg genutzt. Durch eine pharmakologische Blockade der rho-Kinase
(ROCK) konnte eine durch Myofibroblasten-ahnliche Zellen verursachte Kontraktion
der pramakularen Membran verhindert werden (Hirayama, et al., 2004), (Sakamoto &
Ishibashi, 2011). Hydroxyfasudil ist ein bereits bei zerebralen Vasospasmen
eingesetzter selektiver ROCK-Inhibitor und koénnte zukdnftig auch in der
pharmakologischen Behandlung der idiopathischen epiretinalen Gliose eine Rolle

spielen (Hirayama, et al., 2004).

29



2 Hintergrund

2.3 Proliferative Vitreoretinopathie

Die Proliferative Vitreoretinopathie (PVR) ist eine Erkrankung des Glaskdrpers und der
Netzhaut, bei der sich pathologische fibrozellulare Membranen nicht nur auf der
Netzhautoberflache (praretinal), sondern auch unter der Netzhaut (subretinal) (siehe
Abbildung 12) ausbilden kdnnen (Ryan, et al., 2013). Die proliferative Vitreoretinopathie
gilt als die haufigste und wichtigste Ursache fur Misserfolge der Ablatiochirurgie, da
sie sich meist nach rhegmatogener Ablatio retinae entwickelt. Im Sinne eines
uberaktiven Prozesses der Netzhautreparatur kann sie durch Membranbildung im
Spatstadium zu Netzhauttraktion mit erneuter Netzhautablosung fuhren (Kampik &
Grehn, 2002). Sie wurde bei 5-10% der Patienten nach rhegmatogener
Netzhautablosung (Lei, et al, 2010) und sogar in 75% nach rezidivierender
rhegmatogener Netzhautablosung nachgewiesen (Pastor, 1998). Aber auch nach
Verletzungen des Auges, insbesondere penetrierenden Stichverletzungen,
intraokularen Fremdkorpern oder nach Prellungsschaden, kann sich eine proliferative
Vitreoretinopathie durch entstandene Netzhautrisse entwickeln (Reim, et al., 2003),
(Burk & Burk, 2014).
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Makula lutea mit
Fovea centralis

Sehnervenpapille

Subretinale Proliferation

Abbildung 12: Fundusaufnahme eines rechten Auges mit proliferativer Vitreoretinopathie und
damit verbundener subretinaler Proliferation (modifiziert aus dem Archiv der Augenklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen).

Je nach Ausbildung und Progression erfolgt eine Einteilung der proliferativen
Vitreoretinopathie in die Stadien A bis C nach einer Klassifikation der Retina Society
aus dem Jahr 1983 (Mehta, et al., 2014). Im Anfangsstadium (Stadium A) Iasst sich ein
Netzhautriss mit progressiver zellularer Invasion des Corpus vitreum detektieren.
Klinisch zeigen sich Pigmentpartikel im Glaskorper (,tobacco dust®) und eine
Glaskorpertribung (Burk & Burk, 2014). Im Stadium B beginnen sich die Rissflachen
der Retina einzurollen, was zu einer Vergrolierung des bereits bestehenden
Netzhautforamens fuhrt (Ciprian, 2015). Die Netzhaut erscheint rigide, die Gefalle der
Netzhaut geschlangelt (Tortuositas) und der Glaskorper entwickelt eine geringere
Mobilitat (Burk & Burk, 2014). Im Stadium C fuhrt die Ausbildung fibrozellularer
Membranen zu traktiven, alle Schichten betreffenden Netzhautfalten (Ciprian, 2015).
Diese konnen auch als konfluierende Sternfalten auftreten, wie in Abbildung 13
dargestellt. Neben den konfluierenden Sternfalten zeigen sich in Stadium C subretinale

Strange und der Glaskorper erscheint kondensiert (Burk & Burk, 2014).
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Abbildung 13: Fundusaufnahme eines rechten Auges mit retinalen Sternfalten (siehe Pfeile) bei
proliferativer Vitreoretinopathie (PVR). Der Sehnervenkopf ist mit einem Stern markiert.
(Modifiziert aus dem Archiv der Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdat Miinchen).

2.3.1 Pathogenese

Auspragung und Lokalisation der progressiven zellularen Progression unterliegen
einer hohen Variabilitdt. Dennoch folgt die Entstehung einer proliferativen
vitreoretinalen Pathologie meist einem ahnlichen Muster (Kampik & Grehn, 2002).
Hierbei kommt ausgeschwemmten retinalen Pigmentepithelzellen (RPE-Zellen) eine
zentrale Rolle zu.

Durch das bestehende Netzhautforamen konnen retinale Pigmentepithelzellen und
Gliazellen auf die innere und aulRere Netzhautoberflache und Glaskorperriuckflache
wandern (Mehta, et al., 2014). Dort beginnen sie zu proliferieren und zu transformieren.
Durch Aktivierung entwickeln die dedifferenzierten Zellen Fibroblasten-ahnliche und
Myofibroblasten-ahnliche Merkmale (Mehta, et al., 2014), (Kita, et al., 2014), (Banerjee, et
al., 2014). Die Kontraktion der Membranen wird zum einen durch intrazellulare Aktin-
Filamente der Myofibroblasten verursacht (Banerjee, et al., 2014), (Mechta, et al., 2014),

(Wynn, 2008). Zum anderen scheint eine Interaktion zwischen den Fibroblasten-
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ahnlichen retinale Pigmentepithelzellen und der extrazellularen Matrix (v.a.
Fibronektin) zu einer Kontraktion zu fuhren (Ciprian, 2015), (Banerjee, et al., 2014).

Als Zeichen einer Entzindungsreaktion finden sich aullerdem Makrophagen,
Granulozyten und Lymphozyten. Makrophagen konnen eine Bindegewebsbildung
induzieren, indem sie zu Fibroblasten-ahnliche Zellen differenzieren (Mehta, et al.,
2014). Zytokine und Chemokine lie3en sich in der Glaskorperflissigkeit nachweisen.
Im Vergleich zu Patienten mit idiopathischer epiretinaler Gliose wurden bei Patienten
mit proliferativer Vitreoretinopathie héhere Spiegel an Interleukin-1, -6, -8, -10 (IL-1, -
6, -8, -10) und Interferon y (INF y) nachgewiesen (Ciprian, 2015). Durch in vitro
Untersuchungen ist bekannt, dass IL-1 und INF y das Wachstum der RPE-Zellen
anregen (Kishi, et al., 1994).

Glaskorper Netzhautriss

Retinales
Pigmentepithel

Ablatio
retinae

—3 — RPE-Zellen

J 7 “-’..&'; - ‘. &
Durch proliferierende e 1 99 O
RPE-Zellen auf Retina

ausgeiibte Kontraktion Proliferierende
RPE-Zellen

Abbildung 14: Schema eines moéglichen Pathomechanismus der proliferativen Vitreoretinopathie;
RPE-Zelle = Zelle des retinalen Pigmentepithels (modifiziert nach (Reim, et al., 2003)).

Fur die Entwicklung einer proliferativen Vitreoretinopathie sind folgende praoperativen
Risikofaktoren bekannt:

1. Der Zeitraum zwischen Auftreten der Netzhautablosung und operativer

Versorgung spielt eine wichtige Rolle. Bleibt die Ablosung Uber einen Monat

ungenugend oder gar nicht behandelt, sind sowohl Migration also auch
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Proliferation der retinalen Pigmentepithelzellen und der Gliazellen deutlich
haufiger zu erwarten (Ciprian, 2015).

2. Typ, Form und Grofie der Ablatio retinae sind ebenfalls entscheidend flur die
Entwicklung einer proliferativen Vitreoretinopathie. Ein erhdhtes Risiko besteht
bei einer grof3en Ablatio retinae mit einer Ausbreitung Uber 3 Uhrzeiten.

3. Eine bestehende Aphakie gilt als Risikofaktor. Pseudophake Patienten haben
jedoch kein erhdhtes Risiko (Rouberol & Chiquet, 2014).

4. Erhohte Glaskorperspiegel von Matrixmetalloproteinase (MMP) -2 und MMP-9
sowie des intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) fihren haufiger zur PVR-
Membran Bildung (Rouberol & Chiquet, 2014).

5. Ein junges Alter der Patienten ist ebenfalls ein Risikofaktor.

6. Vorbestehende Entzindungen wie zum Beispiel eine Uveitis stimulieren die
PVR-Membran Bildung (Mehta, et al., 2014).

7. Kontrovers diskutiert wird, ob eine bestehende Glaskdorperblutung einen
Risikofaktor darstellt.

Als intraoperative Risikofaktoren sind bekannt:

1. Eine inkomplette Vitrektomie.

2. Eine Kryotherapie. Hierbei kénnen besonders haufig retinale
Pigmentepithelzellen in die Glaskorperhohle gelangen. Zudem kann eine
Kryotherapie zu einem Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke fuhren. Auch
exzessive Laserphotokoagulation stellt einen Risikofaktor dar (Garweg, et al.,
2013).

3. Das Auftreten von intraoperativen Komplikationen wie Hyphama, subretinale

Hamorrhagie oder choroidales Hamatom (Rouberol & Chiquet, 2014).

Der Typ der verwendeten Netzhaut-Tamponade (Ciprian, 2015), besonders die
Verwendung einer Silikondl-Tamponade scheint die Anlockung von Makrophagen zu
induzieren, die Zytokine und Wachstumsfaktoren ausschutten und damit die
Entstehung der proliferativen Vitreoretinopathie beglnstigen. Hierbei sorgt der
Wachstumsfaktor ,Transforming Growth Factor B“ (TGF-B) fur eine gesteigerte

Produktion von extrazellularer Matrix (EZM) (Gamulescu, et al., 2006).
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2.3.2 Immunozytochemische und ultrastrukturelle Charakteristika

Die Hauptzelltypen der Membranen bei proliferativer Vitreoretinopathie sind
Myofibroblasten und Zellen des retinalen Pigmentepithels (Abu El-Asrar, et al., 2006),
(Abu El-Asrar, et al., 2007), (Abu El-Asrar, et al., 2008), (Abu El-Asrar, et al., 2011). Seltener
finden sich Makrophagen (inklusive Hyalozyten), Fibroblasten und Gliazellen
(Astrozyten und Mullerzellen) (Vinores, et al., 1990), (Schwartz, et al., 1988), (Mehta, et al.,
2014).

Die retinalen Pigmentepithelzellen sind postmitotisch und dienen physiologisch der
Unterstutzung der Photorezeptoren der Retina (Mehta, et al., 2014). Ultrastrukturell sind
retinalen Pigmentepithelzellen gekennzeichnet durch ihre mit Melanin gefullten
intrazytoplasmatischen Vesikel und durch Mikrovilli an der Zelloberflache (Schumann,
et al., 2015). Retinale Pigmentepithelzellen kdnnen einer epithelial-mesenchymalen
und metaplastischen Umwandlung unterliegen (Du, et al., 2013), sobald sie ihre
Anheftungen an die extrazellulare Matrix und an die Nervenzellen der Netzhaut
verlieren. Gelangen sie durch retinale Defekte zwischen innere Grenzmembran und
Glaskorper, kdnnen sie durch den Umgebungswechsel zur Transdifferenzierung in
Fibroblasten-ahnliche und Myofibroblasten-ahnliche Zellen angeregt werden (Banerjee,
etal., 2014), (Kita, etal., 2014), (Mehta, et al., 2014). Unterstitzt wird dieser Vorgang durch
die Ausschuttung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wie Transforming Growth
Factor B (TGF-B), Insulin-like Growth Factor (IGF-1), Fibroblast Growth Factor (FGF)
und Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (Kita, et al., 2014), (Wiedemann, 1992). Diese
werden von Gliazellen und Makrophagen freigegeben, die ebenfalls in den
vitreoretinalen Grenzspalt gelangt sind (Wiedemann, 1992). Transdifferenzierte
Myofibroblasten haben nicht nur die Fahigkeit zur Kontraktion, die zur retinalen
Faltenbildung fuhrt, sondern haben auch die Eigenschaft Kollagen zu produzieren,
was eine Fibrose induziert (Abu El-Asrar, et al., 2011), (Wynn, 2008).

2.3.3 Kilinik und Therapie

Klinisch kann die proliferative Vitreoretinopathie zu Visusminderung bis hin zur
Erblindung fuhren. Im Endstadium kann eine Rubeosis iridis mit

Neovaskularisationsglaukom und eine Hypotonie des Bulbus, die eine Phtisis bulbi
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bedingen kann, entstehen (Burk & Burk, 2014). Funduskopisch zeigen sich
fibrozellulare Membranen mit Netzhautfalten, konfluierende Sternfalten und je nach
Befund ein trichterférmiges Zusammenziehen der Netzhaut.

Therapeutisch ist eine operative Entfernung der traktiven Membranen unabdingbar.
Ziel ist es, die traktiven Membranen und Strange mittels pars plana Vitrektomie mit
Peeling vollstandig zu beseitigen und die Netzhaut wieder anzulegen. Bei der
Vitrektomie wird der pathologisch veranderte Glaskdrper mikrochirurgisch entfernt und
anschliel3end durch eine Gas- oder Silikondltamponade ersetzt. Je nach Befund muss
zusatzlich eine Cerclage, eine Retinotomie oder Retinektomie erfolgen (Schaub, et al.,
2016).

Die anatomische Wiederanlegung der Netzhaut gelingt dabei in 50-90% der Falle (Burk
& Burk, 2014). Die funktionelle Erfolgsrate sowie das postoperative Sehvermogen ist
allerdings sehr variabel. In manchen Fallen lasst sich auch trotz Operation eine
Reproliferation nicht verhindern und die Krankheit schreitet bis zum Endstadium fort
(Burk & Burk, 2014).

Da die proliferative Vitreoretinopathie leider keine seltene Komplikation der
chirurgischen Behandlung der rhegmatogenen Ablatio retinae darstellt, waren
pharmakologische Therapiemdglichkeiten zur Verhinderung der Ausbildung einer
proliferativen  Vitreoretinopathie nach Netzhautoperationen wunschenswert.
Pharmakologische Ansatzpunkte (Tabelle 1) sind hierbei vor allem die
Entzindungshemmung und antiproliferative Therapie mit dem Ziel, die Ausbildung von
traktiven Membranen zu verhindern. Derzeit existieren jedoch nur experimentelle
Berichte einzelner Forschungsgruppen. Ergebnisse erster klinischer Studien stehen

noch aus.

Pathologischer Vorgang bei PVR Pharmakologischer Ansatzpunkt

Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke  Anti-entziindliche Therapie

Fibrinbildung Hemmung der Fibrinproduktion

Gesteigerte Bildung von extrazellularer Hemmung der Zellaktivierung,
Matrix (EZM) Manipulation von Matrixmetalloproteinasen
(MMP)
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Zellaktivierung und -proliferation Anti-proliferative Therapie,

Manipulation von Wachstumsfaktoren

Tabelle 1: Auflistung moglicher pharmakologischer Therapieansitze bei proliferativer
Vitreoretinopathie mit pharmakologischem Ansatzpunkt und dazugehérigem pathologischen
Vorgang (modifiziert nach (Banerjee, et al., 2014))
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Anti-entziindliche Therapie

Erst kurzlich wurde gezeigt, dass die okuldre Entzindung und die Schwere der
proliferativen Vitreoretinopathie in frihen Stadien durch Cannabiniod-2-Rezeptor
(CB2R) Agonisten reduziert werden kann (Szczesniak, et al., 2016). Diese Erkenntnis
wurde bisher allerdings nur bei wild-type und Cannabinoid-2-Rezeptor knock-out
Mausen gewonnen. Untersuchungen an menschlichen Augen gibt es bisher nicht.

Zu bedenken ist, dass die Retinotoxitat vieler entzindungshemmender
Pharmatherapeutika eine erhebliche Hurde in der Entwicklung und Anwendung von
Wirkstoffen darstellt. Deshalb mussten Zytostatika wie Vincristin, Cisplatin,
Adriamycin, Mitomycin, Dactomycin und Etoposid bereits nach in vitro Experimenten
ausgemustert werden (Priglinger & Priglinger, 2013). Nur mit Tacrolimus und IMS2186
konnten Tierversuche durchgefuhrt werden (Turgut, et al., 2012), (Falkenstein, et al.,
2008).

Wegen des erhohten Vorkommens von Entziindungsparametern bei der proliferativen
Vitreoretinopathie in Vorderkammer und Glaskorper werden aktuell Untersuchungen
zu einer moglichen praventiven Wirkung einer intravitrealen Injektion von
Triamcinolon, der oralen Gabe von Prednisolon und der subkonjunktivalen Applikation
von Dexamethason untersucht (Hoerster, et al., 2013), (Schroder, et al., 2012), (Dehghan,
et al., 2010), (Ahmadieh, et al., 2008), (Jonas, Hayler, & Panda-Jonas, 2000), (Koerner, et al.,
2012), (Yamakiri, et al., 2008).

Hemmung der Fibrinproduktion

Ein  weiterer wichtiger Ansatzpunkt ist die Kombinationstherapie mit
niedermolekularem Heparin und 5-Fluorouracil (Mehta, et al., 2014). Beide Substanzen
greifen in die Entwicklung der proliferativen Vitreoretinopathie hemmend ein.
Niedermolekulares Heparin vermindert die postoperative Fibrinbildung und hat seinen
Ansatzpunkt somit in der frihen Phase der proliferativen Vitreoretinopathie (Iverson, et
al., 1991). Im Gegensatz dazu greift 5-Fluorouracil in der spaten Phase der
proliferativen Vitreoretinopathie ein, indem es durch Inhibition der DNA-Synthese die
Fibroblastenproliferation hemmt (Blumenkranz, et al., 1984). Dies soll in klinischen
Studien untersucht werden (Sundaram, et al., 2013). Eine Bedeutung fur die Zukunft
konnte die Verwendung von intravitrealen Implantaten haben, die kontinuierlich 1mg

5-Fluorouracil ausschutten. In einer experimentellen Studie an Hasen wurde dadurch
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die Inzidenz der proliferativen Vitreoretinopathie von 89% auf 11% reduziert
(Rubsamen, et al., 1994).

Hemmung der Zellaktivierung durch Manipulation von Matrixmetalloproteinasen
Da der Umbau und die gesteigerte Produktion von extrazellularer Matrix bei der
proliferativen Vitreoretinopathie eine wesentliche Rolle spielen, ist auch hier ein Ansatz
zur pharmakologischen Therapie gegeben. An diesem Vorgang sind vor allem die
Matrixmetalloproteinasen 1,2,3 und 9 (MMPs) und die ,tissue inhibitors of
metalloproteinases” 1,2 und 3 (TIMPs) beteiligt (Salzmann, et al., 2000), (Kon, et al.,
1998), (Banerjee, et al., 2014). Eine Manipulation von MMPs und TIMPs klingt daher
erfolgsversprechend. Der synthetische MMP-Inhibitor Prinomastat (AG3340) konnte in
experimentellen Versuchen an Hasen- und Rattenaugen eine reduzierte PVR-
Membranbildung zeigen (Banerjee, et al., 2014), (Ozerdem, et al., 2000), (Ozerdem, et al.,
2001), (El-Bradey, et al., 2004). Es bleibt jedoch noch abzuwarten, ob sich diese

positiven Ergebnisse auch an menschlichen Augen reproduzieren lassen.

Anti-proliferative Therapie

Auch die Behandlung mit Isotretinoin (13-cis-Retinolsaure), welche in der
Dermatologie erfolgreich zur Behandlung von Akne eingesetzt wird, scheint
erfolgsversprechend zu sein. Im Tiermodell konnte bereits mehrmals ein positiver
Effekt von Isotretinoin auf die Entwicklung der proliferativen Vitreoretinopathie
nachgewiesen werden, da es die Proliferation der Zellen des retinalen Pigmentepithels
hemmt (Wu, et al., 2005), (Veloso, et al., 1997), (Takahashi, et al., 1997), (Mehta, et al., 2014),
(Araiz, et al., 1993). Hierzu plant das Wills Eye Hospital (Philadelphia, USA) eine
kontrollierte klinische Studie (Khan, et al., 2015). Weitere anti-proliferative

Therapieansatze werden im Abschnitt 5.3 der Diskussion erlautert.
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3 Methoden und Material

Von insgesamt 28 Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose (16 Augen) und
proliferativer Vitreoretinopathie (12 Augen) wurde pramakulares Gewebe durch pars
plana Vitrektomie im Zeitraum von August 2014 bis Juni 2015 an der Augenklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat gewonnen und fur die Flachpraparation aufgearbeitet.
Insgesamt  wurden 109  Flachpraparate des pramakularen Gewebes
immunbhistologisch, interferenz- und phasenkontrastmikroskopisch untersucht. Fur die
Immunozytochemie wurden die Flachpraparate mit verschiedenen Antikorpern
markiert. Als primare Antikorper wurden Antikorper fur Myofibroblasten, Hyalozyten,
Gliazellen, Mikrogliazellen, retinale Pigmentepithelzellen und Immunzellen getestet.
Zusatzlich erfolgte eine ultrastrukturelle Darstellung von 32 Praparaten von 8 Augen

mittels Elektronenmikroskopie.

3.1 Patientenkollektiv

Eingeschlossen wurden alle Proben von Patienten, die klinisch eine eindeutige
idiopathische epiretinale Gliose oder proliferative Vitreoretinopathie aufwiesen.

Die Diagnose der idiopathischen epiretinalen Gliose wurde praoperativ via SD-OCT
gesichert. Augen, die andere ophthalmologische Begleiterkrankungen wie u.a. eine
Netzhautablosung, Entzindungen des Auges oder eine diabetische Retinopathie
aufwiesen, wurden ausgeschlossen.

Eingeschlossene Patienten mit proliferativer Vitreoretinopathie erlitten im Vorfeld alle
eine Netzhautablosung (Ablatio retinae). Die Netzhautablosung wurde durch eine
Spaltlampenuntersuchung des Augenhintergrundes diagnostiziert. Zur besseren
Darstellung des pramakuldaren Gewebes wurde praoperativ eine SD-OCT
Untersuchung durchgeflhrt.

Von allen eingeschlossenen Augen wurden aus der Krankenakte folgende
Patientendaten erhoben: Patientenalter zum Zeitpunkt der Operation, Geschlecht,
Operationsdatum, Lokalisation (linke oder rechte Seite), Diagnose, bestkorrigierte

Sehscharfe vor/nach Operation, Operateur sowie Art der Operation.
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3.2 Operatives Vorgehen

Alle eingeschlossenen Patienten erhielten eine pars plana Vitrektomie (ppV) mit
Peeling pramakularen Gewebes und innerer Grenzmembran. Meist wurde die pars

plana Vitrektomie mit einer Kataraktoperation kombiniert.

Die Vitrektomie wird mit einer grundlichen Desinfektion der Lider und Bindehaut mit
Povidon-lod (PVP-lod) begonnen. Im Anschluss wird das betroffene Auge steril
abgedeckt und ein Lidsperrer eingesetzt. Nun wird der erste Trokar temporal unten
eingebracht und an die Infusion angeschlossen. Die Infusion von physiologischer,
balancierter  Salzlésung (BSS) sorgt fur eine Aufrechterhaltung des
Augeninnendrucks. Es folgen zwei weitere Trokare nasal und temporal oben fur die
Lichtquelle und die chirurgischen Werkzeuge wie das Vitrektom, ein spezielles Saug-
Schneidegerat, oder die Eckhardt-Pinzette. Zunachst werden zentrale
Glaskorperanteile mittels Vitrektom freigeschnitten, um an die Netzhaut zu gelangen.
AnschlieBend wird zur besseren Visualisierung des pramakularen Gewebes ein
Farbstoff in das Auge eingegeben (z.B. Brilliant Blau). Nach erfolgreicher Entfernung
pramakularen Gewebes und innerer Grenzmembran mit der Pinzette, wird eine
Tamponade, aus Luft, Gas (Schwefelhexafluorid = C2F6) oder Silikondl verwendet.
Die Luft und das Gas entweichen durch Diffusion aus dem Auge von selbst. Das
Silikondl hingegen muss nach fruhestens 3-6 Monaten wieder operativ entfernt
werden. Etwaige Netzhautlocher konnen intraoperativ durch eine Endolaser-
Koagulation verddet werden. Nach Entfernung der Trokare wird das Auge mit einem
sterilen Salbenverband abgedeckt. Je nach Diagnose und Operationsverlauf wird dem
Patienten postoperativ eine bestimmte Lagerung fur 2-3 Tage empfohlen.

Das entfernte pramakulare Gewebe wird innerhalb der folgenden 24 Stunden in
Paraformaldehyd (PFA) fur immunhistochemische und ultrastrukturelle

Untersuchungen fixiert.
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3.3 Methoden

Die Flachpraparation ermdglicht Zellzahl und Zellverteilung des pramakularen
Gewebes sichtbar zu machen. Mit der anschlieRenden Fluoreszenzmikroskopie erfolgt
eine Differenzierung der unterschiedlichen Zellen durch die Beurteilung des zellularen
Farbeverhaltens. Mittels Elektronenmikroskopie werden ultrastrukturelle Bestandteile

des pramakularen Gewebes und der inneren Grenzmembran (ILM) ausgewertet.

3.3.1 Praparateaufbereitung und Flachpraparation

Die durch pars plana Vitrektomie gewonnenen Praparate wurden direkt nach
Operation in einer Losung aus 4% Paraformaldehyd (PFA) und 0,1% Glutaraldehyd
(GA) in 0,1M Phosphatpuffer (PBS) fir mindestens 24 Stunden fixiert.

Fur die Immunhistologie wurden die Praparate unter einem Stereomikroskop (Leica
MS5, Leica Microsystems, Wetzlar) mit zwei Pinzetten stumpf in drei bis funf moglichst
gleich groRe Membranstiicke geteilt, die dann im Folgenden mit unterschiedlichen
Antikdrperkombinationen beladen wurden.

Nachdem die Membranstiicke fur die Immunhistologie aufbereitet wurden, erfolgte
mithilfe einer Glaspipette eine erneute Ausbreitung und Flachpraparation auf
Objekttragern unter dem Stereomikroskop in einem Tropfen ImmunoSelect®
Antifading Mounting Medium 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, AKS-38448, Dianova,
Hamburg, Deutschland, Emission bei 460 nm). Zur Fixierung der Praparate auf dem
Objekttrager wurde ein Deckglas verwendet.

Nun wurden die Praparate mit einem modifizierten Fluoreszenz-Mikroskop (Leica DM
2500, Wetzlar, Deutschland) auf Phasenkontrast, Interferenz und Immunfluoreszenz
untersucht. AnschlieRend folgten weitere Arbeitsschritte fur die Aufbereitung der

Praparate fur die Elektronenmikroskopie.

3.3.2 Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie

Die Phasenkontrastmikroskopie wurde 1935 — 1942 von F. Zernike entwickelt und
eroffnete vor allem in der biologischen Mikroskopie vollig neue Moglichkeiten durch
die mikroskopische Darstellung lebender, ungefarbter Objekte (Zernike, 1935). Durch

die optische Kontrastanreicherungstechnik  kénnen die  Strukturen der
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durchscheinenden inneren Grenzmembran gut sichtbar gemacht werden. Das Licht
erfahrt hierbei beim Durchqueren der inneren Grenzmembran nur sehr geringe
Phasenanderungen. Zur Verstarkung wird das ,direkte“, nicht gebeugte Licht
gegenuber dem gebeugten durch eine ,Phasenplatte” in der Phase verschoben und
geschwacht. Dadurch wird eine entsprechende Amplitudenverstarkung im

eingehenden Bild erreicht.

Mithilfe der Interferenzmikroskopie kdnnen unterschiedliche Dicken durchstrahlender
Objekte (Durchlicht-Interenzmikroskopie) oder Oberflachenunebenheiten (Auflicht-
Interferenzmikroskopie) im Hell-Dunkel-Kontrast sichtbar gemacht werden (Spektrum
Akademischer Verlag, 1999). Es entsteht ein dreidimensionales Bild des Praparates. Bei
dieser Technik wird das abbildende Licht durch vorgeschaltete Prismen in zwei
koharente, raumlich getrennte Strahlenbundel aufgeteilt. Wahrend das eine
Strahlenbundel an der Oberflache des Objektes reflektiert wird, wird das andere
Strahlenbundel, auch Referenzstrahl genannt, an einer ideal ebenen Referenzflache
reflektiert (Auflicht-Interferenzmikroskopie). Wenn sich beide Strahlenbundel hinter
dem Objekt wieder vereinigen, kommt es durch die Gangunterschiede zwischen
Objekt- und Referenzstrahl zu einer, von der Objektdicke abhangigen, unterschiedlich
starken Interferenz. So kdnnen Oberflachenbegebenheiten des Praparates wie
Zellkerne und Zellfortsatze des pramakularen Gewebes dargestellt werden (Spektrum
Akademischer Verlag, 1999).

3.3.3 Immunhistochemie

In unseren Untersuchungen wurde das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz
angewendet, bei dem charakteristischerweise primare und sekundare Antikorper
verwendet werden. Die jeweiligen primaren Antikorper dienen der Bindung an die
entsprechenden Zell-/ Zielstrukturen. Zur Fluoreszenz kommen sekundare Antikorper
zum Einsatz, welche durch Licht bestimmter Wellenlange zur spontanen Emission
angeregt werden. Durch eine Bindung des sekundaren Antikdrpers an den primaren

Antikorper erfolgt die Darstellung der Zielstruktur.

Nach bereits erwahnter stumpfer Teilung der Praparate in drei bis funf moglichst gleich

groRe Stucke, wurden die entstandenen Membranteile in voneinander getrennten
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Schalchen fiur ,floating membranes® zunachst zweimal mit 0,1M PBS gewaschen.
Jeweils ein Teilstick wurde als Reserve wieder in PFA fixiert und gekuhlt gelagert.
Anschlieend wurden die Membranen mittels 0,1%igem Pepsin in 0,1M PBS flr zehn
Minuten bei Raumtemperatur enzymatisch demaskiert. Zur Entfernung des Pepsins,
wurden die Membransticke wieder zweimalig mit PBS-LOsung fur funf Minuten
gewaschen. Im Anschluss wurde die PBS-Losung mittels Glaspipette abpipettiert und
durch den Inkubationspuffer PBT ersetzt. Dieser blieb bei Raumtemperatur fir
maximal drei Stunden - jedoch mindestens 30 Minuten - auf den Membranen. Wahrend
der Inkubationszeit wurden die Mischungen flr die verschiedenen primaren Antikdrper
zusammengestellt. Die verwendeten primaren Antikorper mit entsprechender
Zielstruktur kdnnen Tabelle 2 entnommen werden. Nach erfolgreicher Inkubation
wurde die Losung aus drei verschiedenen Antikdrpern und PBT in die

Membranschalchen gegeben und bei Raumtemperatur Uber Nacht leicht geschuttelt.
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Anti-

Zielstruktur

a-smooth muscle actin (a-SMA)

CD45

CD64

CD68
Cytokeratin-8 (CK-8)

Collagen-1 (Coll-1)
Emmprin/CD-147

Galectin-1

Galectin-3

Glial fibrillary acidic protein
(GFAP)

IBA1

Isolectin-B4 (ILB4)

Integrin a V

Integrin aV B3

Aktinfilamente, Myofibroblasten (Meister, 1998),
(Klingberg, et al., 2013), (Zhao, et al., 2013), (Gandorfer, et
al., 2014)

Hyalozyten (Gandorfer, et al., 2014), (Kingston, et al.,
2014), (Kita, et al., 2014), (Zhao, et al., 2013)
Hyalozyten, Makrophagen, Monozyten (Zhao, et al.,
2013), (Kita, et al., 2014), (Kingston, et al., 2014),
(Gandorfer, et al., 2014)

Makrophagen, Mikroglia (Zhao, et al., 2013), KEINE
Hyalozyten (Kingston, et al., 2014), (Kita,et al., 2014)
Retinales Pigmentepithel (Sheridan, et al., 2005)
Extrazellulare Matrix (Klingberg, et al., 2013)
Retinales Pigmentepithel (apikal und basolateral)
(Priglinger, et al., 2013)

Retinales Pigmentepithel (Plasmamembran,
Zytoplasma und Nukleus) (de Freitas Zanon, et al.,
2015)

Retinales Pigmentepithel (Priglinger, et al., 2013),
Mikroglia (Bauer, et al., 2016)

Gliazellen (Astrozyten und Mdllerzellen) (Gandorfer,
etal., 2014), (Zhao, et al., 2013),

Hyalozyten (Gandorfer, et al., 2014)

Retinale Mikroglia (Bauer, et al., 2016), (Omri, et al.,
2011),

Makrophagen (Omri, et al., 2011)

Endothelzellen der retinalen Gefalle (Omarova, et al.,
2012), (Tual-Chalot, et al., 2013),

Mikroglia (Boscia, et al., 2013)

Retinales Pigmentepithel (Priglinger, et al., 2013)
Retinales Pigmentepithel (Priglinger, et al., 2013),
(Hoffmann, et al., 2005),

Endothelzellen bei retinaler Neovaskularisation
(Friedlander, et al., 1996), (Alavi & Cheresh, 2008), (Penn,
2008),
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Integrin aV B5

Ricinus communis agglutinin-l
(RCAI)

Transforming growth factor 8
(TGF-B)

Ulex europaeus agglutinin |
(UEAI)

Fibroblasten/Myofibroblasten (Hinz, et al., 2012)
Retinales Pigmentepithel (Hoffmann, et al., 2005),
(Priglinger, et al., 2013),

Endothelzellen bei retinaler Neovaskularisation
(Penn, 2008), (Friedlander, et al., 1996),
Fibroblasten/Myofibroblasten (Hinz, et al., 2012)
Endothelzellen der retinalen Blutgefale (Blanks &
Johnson, 1984),

Mikrovilli und Phagosomen der RPE-Zellen (Koide,
et al., 1986),

Immunzellen (Mikroglia und Makrophagen)
(Oberstein, et al., 2011),

innere und dulRere Segmente der Zapfen (Blanks &
Johnson, 1984),

aulere Segmente der Stdbchen (Blanks & Johnson,
1984),

innere und aulere Grenzmembran (ILM bzw.
OLM) (Blanks & Johnson, 1984)

Extrazellulare Matrix (Klingberg, et al., 2013),
Myofibroblasten (Bochaton-Paillat, et al., 2000)
Endothelzellen (Holthéfer, et al., 1982),

Epithelzellen (Holthofer, et al., 1982), (Khaled, 2013),
innere Segmente der Zapfen und Stabchen (in
Affenaugen) (Khaled, 2013)

Tabelle 2: Auflistung verwendeter priméirer Antikérper und ihrer Zielstruktur.
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Am darauffolgenden Tag wurde die Antikorperlésung wieder abpipettiert und die
Membranen mit 0,1M PBS dreimal fur je zehn Minuten gewaschen. Im nachsten Schritt
wurden die Membranen mit den sekundaren Antikdrpern Cy-2, Cy-3 und Cy-5
lichtgeschutzt im dunklen Raum fur zwei Stunden inkubiert. Das Mischverhaltnis
zwischen 0,1M PBS und Antikdrpers betrug 1:100. Bevor die dreifach markierten
Membranen nun auf Objekttragern ausgebreitet und zusatzlich mit DAPI gefarbt
wurden, wurden sie noch viermal mit 0,1M PBS (pH = 7,4) fur je zehn Minuten
gewaschen. Alle verwendeten Arbeitsschritte konnen Abbildung 15 entnommen

werden.

Arbeitsprotokoll fir Immunfluoreszenz an floating Membranen

* waschenin0,1 MPBS (pH7.4) 2 X

*  enzymatische Demaskierung: 10 min RT
=>0,1% Pepsin in 0,1M PBS-Puffer

* waschenin0,1 MPBS (pH 7.4) 2 X

*  Inkubationspuffer (PBT) 30 min—3h
=>0,1M PBS; 6% BSA; 0,1% Triton-X; ( 0.1% Na-Azid evtl)

* 1.AK inPBT dreifach-Markierung UN-RT

* waschenin0,1 M PBS (pH 7.4) 3 x 10 min

* 2.AK(1:100) in0,1 M PBS dreifach-Markierung 2h

* waschenin0,1 MPBS (pH 7.4) 4 x 10 min

» auf Objekttrager ziehen, mit DAPI Mountain-Medium eindeckeln und fotografieren

1. Antikorper (1:50) 2. Antikorper (1:100) Zellkern
Integrin -
1 av B5 a-SMA Ricinus Cy3 Cy2 Cy5 DAPI
2 | asma '"t:\glr'“ Emmprin oy3 cy2 cy5 DAPI
Integrin
3 av p3 a-SMA Coll1 cy3 Cy2 Cy5 DAPI
4 a-SMA IBA1 CD45 cy3 cy2 cy5 DAPI

RT: Raumtemperatur; UN: {iber Nacht

Abbildung 15: verwendetes Arbeitsprotokoll fiir Inmunfluoreszenz an floating Membranen. Die
dargestellte Antikérperkombination dient als Beispiel.
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Zur Dokumentation wurden die Praparate mittels Fluoreszenzmikroskop analysiert und
im .jpg-Format gespeichert, um die Zellverteilung und das Farbeverhalten der Zellen

zu erfassen und auszuwerten.

Zunachst wurde von allen Praparaten eine Ubersichtsaufnahme bei 5-facher
VergroRerung aufgenommen. War das Praparat grofer, wurde es in Abschnitten
fotografiert, deren Bilder anschlieBend zu einem Gesamtbild zusammengefugt
wurden. Um die Details hervorzuheben, wurde danach bei jedem Praparat eine 10-
fache, 20-fache und 40-fache Vergrolierung durchgefuhrt. Auch hier wurde moglichst
das gesamte Praparat fotografiert, um es im Nachhinein zu einem Bild
zusammensetzen zu konnen. Von allen Einstellungen wurden eine Phasenkontrast-,
eine Interferenz- und vier Fluoreszenzaufnahmen gemacht. Die vier verschiedenen
Fluoreszenzaufnahmen bendtigte man, da die Praparate zuvor mit drei verschiedenen
ersten und den zugehodrigen zweiten Antikdrpern markiert wurden. Fur die
Antikorperverbindungen kamen FluoreszenZfilter der Wellenlangen 508 nm (Cy-2),
570 nm (Cy-3) und 670 nm (Cy-5) zum Einsatz. Die vierte Aufnahme bendtigte einen
Filter der Wellenlange 460 nm, um die mit DAPI eingefarbten Zellkerne sichtbar zu

machen. Insgesamt wurden von jeder Einstellung also sechs Aufnahmen gemacht.

3.3.4 Elektronenmikroskopie

Die Praparate, die ebenfalls unter dem Elektronenmikroskop betrachtet wurden,
erhielten vor der Betrachtung mit dem Fluoreszenzmikroskop zusatzlich eine funf-
minutige Postfixierung in 2%igem Glutaraldehyd (GA) in 0,1M PBS und wurden im
Anschluss dreimal fur je funf Minuten mit 0,1M PBS gewaschen. Nach der Betrachtung
mit dem Fluoreszenzmikroskop wurden die Praparate vorsichtig mit PBS von den
Objekttragern gelost und Uber Nacht in mit PBS-geflllten Rollrandglaschen
aufbewahrt. Im nachsten Schritt wurden die Praparate fur eine Stunde in eine 1%ige
Osmium-L6sung nach Dalton gegeben und anschlieRend zweimal mit 0,1M PBS
gewaschen. Daraufhin wurden die Praparate fur eine weitere Stunde in 1%
Uranylacetat in destilliertem Wasser transferiert, bevor sie fur dreimal funf Minuten
durch eine aufsteigende Ethanolreihe dehydriert wurden. Zuletzt erfolgte die

Einbettung in EPON und das Zuschneiden der Praparate fur die
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Elektronenmikroskopie. Die einzelnen Arbeitsschritte kénnen Abbildung 16

entnommen werden.

Arbeitsprotokoll fiir Elektronenmikroskopie an floating Membranen

*  Postfixierung mit 2% GA in 0,1M PBS 5 min
*  Waschen mit 0,1M PBS 3 x5 min

* auf Objekttrager ziehen, mit DAPI Mountain-Medium eindeckeln und mit
Fluoreszenzmikroskop fotografieren

e  Praparat vom Objekttrager mit PBS I6sen und in ein Rollrandgldaschen mit PBS
transferieren, kann Gber Nacht bis einige Tage im KS stehen

* waschenin0,1M PBS (pH 7.4) 2 x bis Gber Nacht
* 1% Osmium nach Dalton 1h

* waschenin0,1IM PBS (pH 7.4) 2x

* 1% Uranylacetat in Aqua dest 1h

* Dehydrierung mit aufsteigender Ethanolreihe 3 x5 min

(30% - 100% ETH)
* Einbettung in EPON

Abbildung 16: Verwendetes Arbeitsprotokoll fiir Elektronenmikroskopie an floating Membranen.

Die Elektronenmikroskopie dient der ultrastrukturellen Analyse verschiedener Zellen
und extrazellularer Bestandteile pramakularer Membranen. Die Aufnahmen wurden in
3000- bis 30000-facher Vergrolierung aufgenommen und im .jpg-Format gespeichert.
Die Praparate wurden speziell nach den unterschiedlichen Zelltypen wie Hyalozyten,
Myofibroblasten, Fibroblasten und Zellen des retinalen Pigmentepithels sowie deren
Lokalisation (z.B. direkt auf der inneren Grenzmembran) untersucht.
Dementsprechend wurde auch notiert, ob innere Grenzmembran vorlag. Weitere
Merkmale waren die Anzahl der Zellschichten (monolayer, multilayer) und das
Vorhandensein von extrazellularen Bestandteilen wie Kollagenstrangen, neu

gebildetem Kollagen und fibrillaren Kollagenprazipitaten.

49



3 Methoden und Material

Eine Ubersicht Uber die verschiedenen Erkennungsmerkmale der Zell- und

Kollagenkomponenten pramakularer Membranen gibt Tabelle 3.

Zell- und Kollagenkomponenten Ultrastrukturelle Charakteristika
Zelltypen
Fibrose Astrozyten e Intrazytoplasmatische, 10 nm dicke

Intermediarfilamente
e Polarisation mit Basalmembran
e Junktionale Komplexe
Fibroblasten e Massen an rauem
endoplasmatischem Retikulum
e Prominente Golgi-Komplexe
o Fusiformer Zellkern und Zellkérper
Hyalozyten e Lobularer Zellkern
e Vakuolen, Vesikel und
Mitochondrien
o Zellauslaufer
e Ausgepragter Golgi-Apparat
¢ Raues und glattes
endoplasmatisches Retikulum
Makrophagen e Multiple pleomorphe
intrazytoplasmatische Vesikel
e lrreguldrer Zellkern
Myofibroblasten e Subplasmalemmale Aggregate
zytoplasmatischer Filamente (5-7
nm)
¢ Raues endoplasmatisches
Retikulum
o Fusiformer Zellkern und Zellkérper
Retinale Pigmentepithelzellen e Intrazytoplasmatische
Melaningranula
e Polarisation und Mikrovilli

Kollagentypen
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Fibrillare Kollagenprazipitate ¢ Kollagenfibrillen mit Periodizitat >>
67 nm (natives Kollagen: Periodizitat
=67 nm)

e Fibrillendurchmesser ~150 nm

e Bandenmuster mit Periodizitat von
100-150 nm, aber auch 250 nm
(Paige, et al., 1998)

¢ Kombination aus Kollagenfibrillen
mit Proteoglykanen oder
Glykoproteinen (Ghadially, 2013)

Glaskorperkollagen e Fibrillendurchmesser: 10-16 nm

e Periodizitat: 22 nm, regelmaRige
Anordnung

Kollagenstriange e Bilndel aus Kollagenfibrillen
(Durchmesser: 2-20 um) (Lillmann-
Rauch, 2009)

e Dicke variiert mit Anzahl und Art der
Kollagenfibrillen
Neu gebildetes Kollagen e Fibrillendurchmesser: >16 nm
e Periodizitat: >22 nm, irregulare

Anordnung

Tabelle 3: In pramakuliren Membranen vorhandene Zell- und Kollagentypen und ihre
ultrastrukturellen Charakteristika (modifiziert nach (Gandorfer, et al. 2014), (Schumann, et al., 2015)).

3.3.5 Auswertung

Im Anschluss an die jeweilige Fotodokumentation wurden die aufgenommenen Bilder
ausgewertet. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden hinsichtlich der Reaktion beurteilt,
die elektronenmikroskopischen Aufnahmen in Hinblick auf zellulare und extrazellulare

Strukturen.

Als erstes wurde das Zellverteilungsmuster dokumentiert. Dieses konnte homogen
verteilt oder sehr dicht gepackt (Cluster-formig) sein. Nach diesem Beurteilungsmuster
wurden alle 2680 Fluoreszenzaufnahmen ausgewertet. Die Aufnahmen in den Modi
Phase und Interferenz dienten der Beurteilung der Membranbeschaffenheit und dem

Entdecken eventueller Verunreinigungen.
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Die Fluoreszenzaufnahmen wurden nach der Beurteilungsskala von ,-“ Uber ,,(+)“ Uber
,1° bis hin zu ,++* entsprechend der Reaktion auf den verwendeten Antikorper
bewertet. Zeigte der Antikorper keinerlei positive Reaktion mit Zellstrukturen, wurde
das Praparat mit einem ,-“ gekennzeichnet. Fand sich eine leicht positive Reaktion -
wenn auch nur schwach — bekam das Praparat die Bewertung ,(+)“. War eine deutlich
positive Reaktion zu erkennen, wurde das Praparat mit ,+“ bewertet. Bei

aullerordentlich starker positiver Reaktion kam die Bewertung ,++“ zum Einsatz.

Bei der Auswertung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde der Fokus auf
vorhandene, zellulare und extrazellulare sichtbare Strukturen gelegt, wie bereits oben
beschrieben. Je nachdem wie ausgepragt und haufig diese vorkamen, wurde ihr

Erscheinen mit der Bewertung ,-“, ,(+), ,+“ oder ,++“ versehen.

Die Auswertung der demographischen Daten erfolgte mit SPSS (SPSS Statistics,
Version 23.0.0.0, IBM™ Company, Chicago, USA).
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3.4 Material

3.4.1 Reagenzien und Rezepturen

4% Paraformaldehyd in 0,1iM Phosphatgepufferter Salzlosung mit 0,1%
Glutaraldehyd

Die Losung aus 4% Paraformaldehyd in 0,1M Phosphatgepufferter Salzlésung mit
0,1% Glutaraldehyd diente zur Fixierung der operativ entfernten pramakularen
Membran-Praparate.

Sie wurde nach folgendem Schema hergestellt: Im ersten Schritt wurden 2g
Paraformaldehyd (MERCK 104005) in 20ml 0,1M PBS (Phosphatgepufferte
Salzlésung, engl.: phosphate buffered saline; pH 7,4, hergestellt in hausinterner
Apotheke) unter leichtem Ruhren erhitzt, wobei die Temperatur von 80°C nicht
uberschritten werden sollte. Erst als die Losung klar war, wurde mit dem RUhren
aufgehort. Nun wurde die klare Losung mit dem bereits zuvor verwendeten 0,1M PBS
auf 50 ml aufgefullt und mittels doppeltem Faltenfilter filtriert. Im letzten Schritt wurden
der Losung noch 200ul einer 25%igen Glutaraldehyd-Losung (FLUKA 49626)
hinzugegeben. Das Fixans war nun fertig und konnte fur 14 Tage bei 4°C gelagert und

verwendet werden, bevor es verworfen wurde.

0,1M PBS Lodsung

Zur Aufbereitung der Membranpraparate wurden die Reagenzien 0,1M PBS
(Phosphatgepufferte Salzlosung, engl.: phosphate buffered saline; pH 7,4) aus der
hausinternen Apotheke und der Inkubationspuffer PBT (0,1M PBS; 6% BSA; 0,1%
Triton-X-100 und eventuell 0,1% Na-Azid) verwendet. Die Inhaltsstoffe des
Phosphatpuffers 0,1 mol/L (0,1M PBS) sind di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
14,429, Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 2,52g und gereinigtes Wasser zu

1000ml. Der pH-Wert von 7,4 wurde dabei mit Natronlauge oder Salzsaure eingestellt.

EPON Ansatz

Der fur die Elektronenmikroskopie benotigte EPON-Ansatz wurde wie folgt angesetzt:
9ml Lésung A, 21ml Lésung B und 0,6mI DMP 30 (2%; SERVA 36975). Losung A setzt
sich wiederrum aus 62ml Epon 812 (SERVA 21045) und 100mI DDSA (SERVA 20755)
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zusammen. Die Inhaltsstoffe der Losung B sind 100ml Epon 812 (SERVA 21045) und
89ml MNA (SERVA 29452).

Daltons Fixierung
Die verwendete Daltons Fixierung besteht aus 20ml Osmium 2% (OsOQ4), 10ml Kalium-
Dichromat-KOH 4% (K2Cr207), 4ml NaCl 3,4%, 4ml CaCl2 1% und 2ml destilliertes

Wasser. Die Gesamtmenge der so angesetzten Losung betragt dann 40ml.

3.4.2 Immunmarkierungen

Folgende primare Antikorper fanden Verwendung: a-smooth muscle actin (a-SMA)
(Mausantikorper, sc-130617, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), a-SMA
(Kaninchenantikorper, GTX100034, GeneTex, Irvine, USA), CD45 (Ziegenantikorper,
sc-1123, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), CD64 (Kaninchenantikorper, sc-
15364, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), CD68 (Kaninchenantikoper, sc-9139,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), Zytokeratin-8 (CK-8) (Mausantikorper,
C5301, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) Kollagen-1 (Ziegenantikorper, sc-25974,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), Emmprin/CD-147 (Ziegenantikorper,
AF972, R&D Systems, Minneapolis, USA), Galectin-1 (Mausantikorper, AF1245, R&D
Systems, Minneapolis, USA), Galectin-3 (Mausantikorper, ab7278, ABCAM,
Cambridge, UK), Galectin-3 (Kaninchenantikdrper, 5661/31114, LifeSpan
BioSciences, Seattle, USA), glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Mausantikorper,
sc-9973, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), GFAP (Ziegenantikorper, sc-6870,
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), IBA 1 (Kaninchenantikérper, 019-19741,
Wako Laboratory Chemicals, Neuss, Germany), Isolectin-B4 (L 2140, Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), Integrin aV (Kaninchenantikorper, ab 117611, ABCAM, Cambridge,
UK), Integrin aVB3 (Mausantikorper, ab78289, ABCAM, Cambridge, UK), Integrin
aVB5 (Mausantikorper, ab24694, ABCAM, Cambridge, UK), ulex europaeus
agglutinin | (UEA 1) (Kaninchenantikorper, LS-C141334, LifeSpan BioSciences,
Seattle, USA), ricinus communis agglutinin | (RCA 1) (Ziegenantikorper, AS-2084,
Vector Laboratories, Burlingame, USA) und transforming growth factor 8 (TGF-B)
(Mausantikorper, MAB1835, R&D Systems, Minneapolis, USA).
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Die Verdunnungen der primaren Antikdrper variierten je nach Hersteller und
Antikorpertyp. Alle Antikorper wurden jedoch mit PBT verdunnt, welches auch als
Inkubationspuffer diente.

Mit den insgesamt 20 verschiedenen Antikérpern wurden fur die Experimente sechs
unterschiedliche Verdiunnungen hergestellt. Die nachfolgende Tabelle 4 listet die

Antikorper geordnet nach angewandter Verdlinnung auf.

1:10 1:50 1:100 1:200 1:250 1:500

RCA | Kollagen-1 a-SMA (rb) UEA | IBA-1 Integrin a V 3
Emmprin CD-45 Cy-2 Zytokeratin-8 Integrin a V 35
Galectin-3 (mo) CD-64 Cy-3
Galectin-1 a-SMA (mo) Cy-5

Integrin a V

Galectin-3 (rb)

Isolectin B4

TGF-B

CD-68

GFAP

Tabelle 4: Verdiinnungen verwendeter primaren Antikérper mit PBT.

Als sekundare Antikorper wurden Cy2 (Kaninchenantikorper, bendtigte Wellenlange:
508 nm, fluoreszierende Farbe: grin, 715-225-150, Dianova, Hamburg, Germany),
Cy3 (Mausantikorper, benétigte Wellenlange: 570 nm, fluoreszierende Farbe: rot, 715-
165-150, Dianova, Hamburg, Germany) und Cy5 (Ziegenantikdrper, bendtigte
Wellenlange: 670 nm, fluoreszierende Farbe: infrarot, 705-175-003, Dianova,
Hamburg, Germany) verwendet. Tabelle 5 stellt eine Ubersicht der verwendeten

sekundaren Antikodrper dar.

Sekundar Art des gebundenen Bendtigte Fluoreszierende
Antikorper priméren Wellenléange fiir Farbe
Antikorpers Emission
Cy2 (rb) Kaninchenantikérper 508nm Grune Farbe
Dianova
715-225-150
Cy3 (mo) Mausantikdrper 570nm Rote Farbe
Dianova
715-165-150
Cy5 (goat) Ziegenantikorper 670nm Infrarote Farbe
Dianova
705-175-003

Tabelle 5: Verwendete sekundire Antikoérper und ihre Eigenschaften.
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Zur Darstellung der Zellkerne kam der fluoreszierende Zellkernfarbstoff ,4’,6-
Diamidin-2-phenylindol“ (DAPI, AKS-38448, Dianova, Hamburg, Germany) zum
Einsatz. Insbesondere im Hinblick auf die Auswertung der Immunfluoreszenzbilder ist

es hilfreich die Lokalisation der Zellkerne genau zuordnen zu kdnnen.
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3.4.3 Geriate

Fur die Aufbereitung, Weiterverarbeitung und Auswertung der Praparate kamen die

nachfolgend genannten Gerate und Computerprogramme zum Einsatz:

e Fluoreszenzmikroskop DM 2500 von Leica (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar) mit Mikroskop-Kamera von ProgRes® CF (Jenoptik Optical Systems,
Jena)

e Stereomikroskop MS5 von Leica (Leica Microsystems, Wetzlar)

e Transmissions-Elektronenmikroskop EM900 von Zeiss (Carl Zeiss Microscopy,
Jena) mit Frame-Transfer-CCD-Kamera von TRS

e Riittler IKA-VIBRAX-VXR (IKA-Werke, Staufen)

e Grant-bio Vortex Mixer PV-1 (Grant Instruments, Cambridge, United Kingdom)

e Zentrifuge MiniSpin® (Eppendorf, Hamburg)

e Diamantmesser Ultracut R von Leica (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar)

e Standardmikroskop 473012 — 9901 von Zeiss (Carl Zeiss Microscopy, Jena)

e Kuhl- und Gefrierschrank (Bosch, Gerlingen-Schillerhéhe)

e Pipetten Research® in GroRen 0,5-10ul, 10-100ul, 50-500ul, 100-1000ul
(Eppendorf, Hamburg)

e Pipetten Reference® in GroRen 2-20ul und 50-200ul (Eppendorf, Hamburg)

e SuperFrost™ Objekttrager (Menzel, Braunschweig)

e Computer-Programm ProgRes® CapturePro 2.8.8 (Jenoptik Optical Systems,
Jena)

e Computer-Programm ImageSP

e Bildbearbeitungsprogramm PhotoScape X Version 2.4.1 (MOOII TECH, Seoul,
South Korea)

e Bildbearbeitungsprogramm Adobe Photoshop® CS6 (Adobe Systems GmbH,
Mdunchen)

e SPSS (SPSS Statistics, Version 23.0.0.0, IBM™ Company, Chicago, USA)

e Glasplatten mit 12 Vertiefungen #2417 von Wagner & Munz (Wagner & Munz
GmbH, Mdnchen)
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e Hexagonale 200 mesh Kupfer-Grids von Plano (G2450C; Plano GmbH,
Wetzlar)
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4 Ergebnisse

In diese immunozytochemische und ultrastrukturelle Analyse wurden 28 Augen von 28
Patienten eingeschlossen. Von den 28 Augen wurde bei 16 Augen die Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose und bei 12 Augen die Diagnose proliferative

Vitreoretinopathie gestellt.

4.1 Idiopathische epiretinale Gliose

Von den 16 eingeschlossenen Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose wurden 9
rechte Augen und 7 linke Augen operiert und untersucht. Das Alter der 16 Patienten
mit idiopathischer epiretinaler Gliose betrug zum Zeitpunkt der Operation im Mittel 74
+ 9 SD Jahre (Median: 75,5 Jahre; min - max: 57 - 88 Jahre). Es waren 5 weibliche
und 11 mannliche Patienten betroffen.

Die praoperative bestkorrigierte Sehscharfe betrug im Mittel 0,49 + 0,14 SD logMAR.
Nach Operation zeigte sich ein Visus von 0,29 £ 0,31 SD logMAR. Der postoperative
Sehscharfenanstieg war nicht signifikant (Wilcoxon Test, p = 0,105). Jedoch konnte
bei 7 Patienten wegen fehlender Kontrolluntersuchungen die Sehscharfe nicht
nachverfolgt werden. Von den 9 nachverfolgten Patienten lag der mittlere
Nachbeobachtungszeitraum bei 18 + 4 SD Monaten. Es zeigte sich bei 8 Patienten
eine Visusverbesserung. Nur ein Patient wies eine Sehverschlechterung nach

Operation auf. Die Darstellung des Patientenkollektivs ist Tabelle 6 zu entnehmen.
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Patient G A S OP-Datum Visus in logMAR
praOP postOP
1 m 88 LA 28.08.14 0.5 0.3
2 m 64 LA 17.09.14 0.7 -
3 w82 LA 04.11.14 0.6 -
4 W 80 RA 11.11.14 0.6 0.4
5 m 62 RA 16.12.14 0.4 0.0
6 m gy LA 03.02.15 0.4 0.2
7 m 76 RA 03.02.15 0.5 0.4
8 m g RA 03.02.15 0.5 -
9 w g5 LA 10.02.15 0.4 -
10 m 72 LA 03.03.15 0.3 -
11 m 57 RA 04.03.15 0.5 1.0
12 m 75 RA 10.03.15 0.4 0.0
13 w 63 RA 13.03.15 0.7 0.3
14 m g1 RA 24.03.15 0.7 -
15 m 73 RA 02.04.15 0.5 -
16 w g6 LA 09.04.15 0.2 0.0

Tabelle 6: Darstellung des Patientenkollektivs mit Diagnose idiopathische epiretinale Gliose G:
Geschlecht (m: mannlich; w: weiblich), A: Alter zum Zeitpunkt der Operation in Jahren, S: operierte
Seite (RA: rechtes Auge; LA: linkes Auge), -: keine Verlaufssehschirfe vorhanden.

4.1.1 Analyse der Zellverteilung und Zellzahl

Die operativ entfernten pramakularen Membranen zeigten unterschiedliche
Zellverteilungsmuster. In 9 der insgesamt 16 Membranen (56%) waren die Zellen
homogen verteilt. Homogen verteilt bedeutet eine gleichmalige Ausbreitung der
Zellen Uber die gesamte Membran. In den anderen 7 Praparaten (44%) zeigten sich
Clusterformationen. Von Zellcluster spricht man, wenn sich die Zellen zu teils sehr
dicht beieinanderliegenden Zellgruppen zusammen lagern. Abbildung 17 zeigt die

verschiedenen Zellverteilungsmuster.
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-

Abbildung 17: Muster verschiedener Zellverteilungen. A) und B) Formen homogener
Zellverteilungen. C) Zellcluster als Form inhomogener Zellverteilung. (Vergrofderung A 20-fach, B und
C 10-fach).

Die Mehrheit der Praparate bei idiopathischer epiretinaler Gliose zeigten viele Zellen,
die sich dicht nebeneinander ansiedelten. Eine solche Anordnung wird ,single layer’

genannt.

4.1.2 Analyse Zell-spezifischer Antigene

Die Praparate der 16 Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose wurden auf 18
verschiedene Antikodrper getestet.

Eine starke positive Reaktion zeigte sich fur anti-a-SMA. Dies zeigt Abbildung 18. Anti-
a-SMA stellt ein Myofibroblasten-Marker dar, der an intrazellulare Aktinflamente
bindet.

Auch far den Mikroglia-Marker anti-ILB 4 zeigte sich eine deutlich positive Reaktion.
Zudem waren die Integrin-Marker anti-Integrin aV, anti-Integrin aVB3 und anti-
Integrin aVB5 positiv.

Weitere positive Reaktionen wurden fur die Galectine 1 und 3, den RPE-Zell-Marker
anti-Emmprin, den Gliazell-Marker anti-GFAP, den Mikroglia-Marker anti-IBA 1, den
Endothelzell- und Epithelzell-Marker anti-UEA |, den RPE-Zell- und Immunzell-Marker
anti-RCA | sowie die Hyalozyten-Marker anti-CD45 und anti-CD64 dokumentiert.
Die Marker fur extrazellulare Matrix, wie der Kollagen-Marker anti-Kollagen-1 und

anti-TGF-f, wurden hingegen nur in vereinzelten Praparaten positiv dokumentiert.

Die nachfolgenden Abbildungen 18 - 25 zeigen einige der gefarbten primaren

Antikorper in Kombination mit dem Zellkernfarbstoff DAPI.
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A0 e S R
Kollagen-1 + DAPI 3 a~§;4A + DAPI

Abbildung 18: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Priparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. (Vergrof3erung: 10-fach).

; CD45 + DAPLS DA TGF-B + DAPI
Abbildung 19 Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Praparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. (Vergroéf3erung: 40-fach).

Abblldung 20 Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Praparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. (Vergrof3erung: 20-fach).

; : ale! RCA + DAPI
Abblldung 21: Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Praparates mit Diagnose

idiopathische epiretinale Gliose. (Vergrof3erung: 40-fach).

: 3] Emmpnn + DAPI|
Abblldung 22 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Praparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. (Vergréf3erung: 20-fach).
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'3) Emmprin + DAPI
Abbildung 23: Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Praparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. (Vergréf3erung: 10-fach).

Interferenz Emmoring: DAPI in B\ AP Galectin-1 4 DAPI
Abbildung 24: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Praparates mit Diagnose

idiopathische epiretinale Gliose. (Vergrof3erung: 40-fach).

Abbildung 25 Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Praparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. (Vergrof3erung: 20-fach).

Kolokalisationen

Einige Antikdrper wiesen ahnliche Anfarbemuster auf. Fur den Myofibroblasten-Marker
anti-a-SMA konnten Kolokalisationen mit anti-Integrin aV g5 (Marker fur RPE-Zellen,
Fibroblasten und Myofibroblasten), anti-Integrin aV (RPE-Zell-Marker), anti-RCA |
(RPE-Zell- und Immunzell-Marker), anti-Emmprin (RPE-Zell-Marker), anti-Kollagen-
1 (Marker fUr extrazellulare Matrix) und anti-CD64 (Hyalozyten-Marker) nachgewiesen
werden. Aullerdem zeigten die primaren Antikdrper anti-Galectin-3 und anti-RCA |,
anti-Emmprin und anti-Integrin aV, anti-Galectin-3 und anti-UEA | ahnliche

Anfarbemuster.

Die folgenden Abbildungen 26 — 35 stellen Beispiele fur die oben genannten die

Kolokalisationen dar.
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+ DAPI

Abbildung 26: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Priparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-Integrin aV 5 und anti-a-SMA.
(Vergroflerung: 40-fach).

Integrin aVB5 a-SMA Integrin aVB5 + a-SMA + DAPI

Abbildung 27: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Prdparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-Integrin aV 5 und anti-a-SMA.
(Vergroflerung: 20-fach).
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Abbildung 28: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Priparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-Integrin aV und anti-a-SMA.
(Vergroflerung: 40-fach).

Abblldung 29: Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Praparates mit Dlagnose .7
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-RCA I und anti-a-SMA. (Vergrofierung:
40-fach).
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L ““Phat Kor Emmprin
Abblldung 30 Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Priaparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-Emmprin und anti-a-SMA.
(Vergroflerung: 40-fach).

Kollagen-1
Abbildung 31: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Priparates mit Diagnose epiretinale
Gliose. Kolokalisation von anti-Kollagen-1 und anti-a-SMA. (Vergréf3erung: 10-fach).

Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Priparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-CD64 und anti-a-SMA. (Vergréfderung: 20-
fach).

Abbildung 33 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Praparates mit Diagnose
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-RCA I und anti-Galectin-3. (Vergréf3erung:
40-fach).

’ Emmpnin ]
1ldung 34: Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Praparates mit Dlagnose
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-Emmprin und anti-Integrin oV.
(Vergroflerung: 20-fach).
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Abblldung 35 Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahmen eines Praparates mit Dlagnose
idiopathische epiretinale Gliose. Kolokalisation von anti-UEA I und anti-Galectin-3. (Vergrofierung:
20-fach).

4.1.3 Analyse ultrastruktureller Bestandteile

Eine Beurteilung zellularer und extrazellularer Bestandteile erfolgte bei 16 Praparaten

von 4 Patienten mittels Elektronenmikroskopie.

In allen elektronenmikroskopisch untersuchten Praparaten mit idiopathischer
epiretinaler Gliose lies sich die innere Grenzmembran darstellen. Bei 3 der 4
untersuchten Membranen (75%) konnten Zellen, die sich direkt auf der inneren
Grenzmembran befanden, nachgewiesen werden. Dies entspricht einer idiopathischen
epiretinalen Gliose Typ 2. Bei den ubrigen Membranen (25%) zeigte sich zwischen

aufgelagerten Zellen und innerer Grenzmembran eine dichte Kollagenschicht, wie bei

Typ 1.

Der dominierende Zelltyp in Praparaten bei idiopathischer epiretinaler Gliose waren
kontraktile Myofibroblasten. Diese sind charakterisiert durch subplasmalemmale
Aggregate zytoplasmatischer Filamente, viel raues endoplasmatisches Retikulum und
einen fusiformen Zellkern und Zellkdrper. Myofibroblasten konnten in allen Praparaten
gefunden werden. Abbildung 36 zeigt einen typischen Mpyofibroblasten, der die

darunterliegende Kollagenschicht in deutliche Falten zieht.
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Abbildung 36: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Praparates mit Diagnose idiopathische
epiretinale Gliose. Zu sehen ist ein Myofibroblast (roter Stern * markiert den Zellkern), der die
darunterliegende Kollagenschicht (blauer Stern *) in Falten legt. In einem vergréfierten Ausschnitt
markieren die roten Pfeile die fiir Myofibroblasten typischen subplasmalemmalen Verdichtungen.
(Eigene Aufnahme; Vergrofierung 4400-fach).

Neben Myofibroblasten fanden sich bei mehr als der Halfte der Praparate Hyalozyten
und Fibroblasten. Hyalozyten sind gekennzeichnet durch einen lobular geformten
Zellkern, zytoplasmatische Vakuolen, Vesikel und Mitochondrien. Aul3erdem lassen
sich oft Zellauslaufer, ein ausgepragter Golgi-Apparat und sowohl raues als auch
glattes endoplasmatisches Retikulum erkennen. Fibroblasten zeichnen sich aus durch
prominente Golgi-Komplexe, Massen an rauem endoplasmatischen Retikulum und
einem fusiformen Zellkern und Zellkdrper. Abbildung 37 zeigt einen Hyalozyten, der

sich - in Kollagen eingebettet - auf der vitrealen Seite der inneren Grenzmembran
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befindet. Zellen des retinalen Pigmentepithels waren in Praparaten von Augen mit

idiopathischer epiretinaler Gliose nicht vorzufinden.

Abbildung 37: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Praparates mit Diagnose idiopathische
epiretinale Gliose. Zu sehen ist ein Hyalozyt (roter Stern * markiert den Zellkern), der sich auf der
vitrealen Seite der inneren Grenzmembran (ILM; blauer Stern *) befindet. Zwischen ILM und
Hyalozyt befindet sich Kollagen. (Eigene Aufnahme; Vergrof3erung 3000-fach).

Die extrazellulare Matrix zeigte besonders viel Kollagen in Form von neu gebildetem
Kollagen (engl. newly formed collagen, NFC). Aulerdem fand man bei der Halfte der
Praparate dichte Kollagenstrange (engl.: collagen strands, CS) und fibrillare
Kollagenprazipitate (engl.: fibrous long spacing collagen, FLSC). Abbildung 38 zeigt
sowohl neu gebildetes Kollagen als auch fibrillare Kollagenprazipitate.
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Abbildung 38: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Praparates mit Diagnose idiopathische
epiretinale Gliose. Zu sehen ist neu gebildetes Kollagen (NFC) und fibrillire Kollagenprizipitate
(FLSC; roter Pfeil). (eigene Aufnahme; Vergrofierung 12000-fach).

Die nachfolgende Abbildung 39 stellt eine Zusammenschau der fur die idiopathische
epiretinale Gliose typischen Befunde in SD-OCT, Immunfluoreszenzmikroskopie und

Elektronenmikroskopie eines Patienten dar.
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+ DAPI
R

Abbildung 39: Befunde eines Patienten mit idiopathischer epiretinaler Gliose.

1. Reihe: SD-OCT-Aufnahme, in der die pramakulidre Membran in Form einer weifden Linie deutlich
zu erkennen ist.

2. Reihe: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen.

3. Reihe: Elektronenmikroskopische Aufnahmen. Links: Myofibroblast. Rechts: Hyalozyt.
Alle Aufnahmen stammen von demselben Patienten.

70



4 Ergebnisse

4.2 Proliferative Vitreoretinopathie

Von den 12 eingeschlossenen Augen von 12 Patienten mit Diagnose proliferativer
Vitreoretinopathie wurden 6 rechte Augen und 6 linke Augen operiert und ausgewertet.
Das mittlere Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation betrug 59 + 23 SD Jahre
(Median: 64,5 Jahre; min - max: 21 - 91 Jahre). Die Praparate stammten von 2 Frauen
und 10 Manner.

Der praoperative bestkorrigierte Visus betrug im Mittel 1,11 £ 0,67 SD logMAR.
Postoperativ zeigte sich ein Visus von 1,01 + 0,65 SD logMAR. Die Veranderung der
Sehscharfe war nicht signifikant (Wilcoxon Test, p = 0,799). Bei einem Patienten
konnte jedoch wegen fehlender Kontrolluntersuchungen die Sehscharfe nicht
nachverfolgt werden. Der durchschnittiche Nachbeobachtungszeitraum der 11
nachverfolgten Patienten betrug 18 £ 7 SD Monate. Bei 3 Patienten zeigte sich eine
Visusverbesserung, 4 Patienten blieben mit der Sehscharfe stabil und bei 4 Patienten
bestand nach Operation eine Sehverschlechterung. Die Darstellung des

Patientenkollektivs ist Tabelle 7 zu entnehmen.

Patient G A S OP-Datum Visus in logMAR Vorerkrankung
praOP postOP

Re-Ablatio retinae nach

17 m 54 LA  20.05.14 0.8 - Plomben-OP
Re-Ablatio nach

18 m 61 RA 04.09.14 1.3 1.0 Vitrektomie bei
Riesenrissablatio

19 m 75 RA 250014 1.1 1.2 gﬂ;gg'gf;;;?,g:_n nach

20 m 48 LA 250914 2.3 2.3 oo retinae nach
Re-Ablatio retinae nach

21 m 74 LA 13.10.14 1.3 1.3 mehrfacher Vitrektomie
und Plomben OP

22 w31 RA 120215 0.7 0.7 oo retinae nach

23 m 68 LA 30.03.15 2.3 0.3 S retinae nach

24 m 21 RA 0204.15 1.3 1.5 oo retina nach
Re-Ablatio retinae nach

25 m 79 RA  26.05.15 0.4 0.2 Vitrektomie bei
Pseudoforamen
Traktionsablatio retinae

26 m 27 LA 28.05.15 0.1 0.1 bei Friihgeborenen-
retinopat_hie i

27 m 80 RA 0206.15 0.7 1.4 o retinas nach
Re-Ablatio reti h

28 w 91 LA 17.02.15 1.0 1.1 Vitrektomie e nae

Tabelle 7: Darstellung des Patientenkollektivs mit Diagnose proliferative Vitreoretinopathie. G:
Geschlecht (m: mannlich; w: weiblich), A: Alter bei OP in Jahren, S: operierte Seite (RA: rechtes Auge;
LA: linkes Auge), -: kein Verlaufsvisus vorhanden.
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4.2.1 Analyse der Zellverteilung und Zellzahl

Bei Praparaten der proliferativen Vitreoretinopathie fanden sich sowohl homogen
verteile Zellmuster als auch Clusterformationen. Bei 9 von 12 Membranen (75%)
waren die Zellen homogen verteilt. Clusterformation fanden sich bei 2 von 12
Membranen (17%). Ein Praparat zeigte sich besonders zellarm (Nr. 17). Die Muster

verschiedener Zellverteilungen sind Abbildung 40 zu entnehmen.

Ja

Abbildung 40: Muster verschiedener Zellverteilungen. A) homogene Zellverteilung. B)
Clusterformation bzw. inhomogene Zellverteilung (Vergrofierung A 20-fach, B 10-fach).

Im Gegensatz zu den idiopathischen epiretinalen Gliosen zeigten sich die Praparate
bei proliferativen Vitreoretinopathie mit sehr vielen, teils sehr dicht
beieinanderliegenden und teils auch Ubereinanderliegenden Zellen. Dies wird als ,multi

layer’ bezeichnet.

4.2.2 Analyse Zell-spezifischer Antigene

In  der immunhistologischen Analyse zeigte sich bei der proliferativen
Vitreoretinopathie bei fast allen 20 verwendeten Antikdrpern ein positives
Farbeverhalten. Auffallig war, dass die Mehrheit der anti-TGF-3- gefarbten Praparate

keine positive Reaktion zeigten.

Eine besonders positive Reaktion zeigte sich beim Marker anti-a-SMA, welcher
Myofibroblasten reprasentiert. AuRerdem war eine deutlich positive Reaktion fur die
retinales Pigmentepithelzell-Marker anti-Zytokeratin-8, anti-Galectine-1 und -3,

sowie anti-Emmprin dokumentiert. Daneben reagierte der Gliazellmarker anti-GFAP,
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sowie anti-IBA 1, anti-ILB 4, anti-RCA | und anti-UEA | deutlich positiv. Eine schwach
positive Reaktion zeigten die Praparate auf die Hyalozyten-Marker anti-CD45 und
anti-CD64 sowie auf die Integrin-Marker anti-Integrin aV und anti-Integrin aV 3.
Der Antikorper anti-TGF-, ein Marker fur extrazellulare Matrix und Myofibroblasten,
zeigte nur in einzelnen Membranen eine schwach positive Reaktion. Gleiches gilt fur
anti-Integrin aV B5, welches einen Marker sowohl fur retinale Pigmentepithelzellen,
Endothelzellen bei retinaler Neovaskularisation als auch fur Fibroblasten und

Myofibroblasten darstellt.

Die Abbildungen 41 - 48 zeigen einige der gefarbten primaren Antikdrper in
Kombination mit dem Zellkernfarbstoff DAPI.

Kollagen-1 + DAPI

Abbildung 41: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Priaparates mit Diagnose proliferative
Vitreoretinopathie. (VergréfRerung 20-fach).

Kollagen-1 + DAPI
Abbildung 42 Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahme eines Priaparates mit Diagnose proliferative
Vitreoretinopathie.(Vergrofderung 20-fach).

. _ ' |nterfefanz Emmprin + DAPI . Mlegrin aV DAP -
Abblldung 43: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Priaparates mit Diagnose proliferative
Vitreoretinopathie. (VergréfRerung 10-fach).
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hasen st Emmprin + DAP) \
Abblldung 44 Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahme eines Praparates mit Diagnose prollferatlve
Vitreoretinopathie. (VergréfRerung 20-fach).

RCA | + DAP|_$wc" :
Abblldung 45: Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahme eines Praparates mit Dlagnose proliferative
Vitreoretinopathie. (VergréfRerung 10-fach).

RCA | + DAPI
Abblldung Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahme eines Praparates mit Diagnose prollferatlve
Vitreoretinopathie. (VergréfRerung 20-fach).

14 ‘z"

Abblldung 47: Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahme eines Praparates mit Dlagnose prollferatlve
Vitreoretinopathie. (VergréfRerung 20-fach).

CD45 + DAPI

Abblldung 48: Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahme eines Praparates mit Dlagnose prollferatlve
Vitreoretinopathie. (VergréfRerung 10-fach).

Kolokalisationen
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Ahnliche Anfarbemuster fielen fiir die primaren Antikorper anti-a-SMA, anti-RCA 1,
und anti-UEA | auf. Aulerdem wurde haufig eine Kolokalisation von anti-UEA | und

anti-Galectin-3 dokumentiert.

Die nachfolgenden Abbildungen 49 - 52 stellen Beispiele fur die oben genannten die

Kolokalisationen dar.

a-SMA UEA#+ a-SMA +DAP|

Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer PVR-Membran. Kolokalisation von anti-
UEA I und anti-a-SMA. (Vergrof3erung: 40-fach).

Abbllduﬁg‘50 Fluoreszenzmlkroskoplsche Aufnahme einer PVR-Membran. Kolokallsatlon von anti-
RCA I und anti-UEA L. (Vergrof3erung: 40-fach).

Abblldung 51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer PVR-Membran. Kolokalisation von anti-
RCA I und anti-UEA L. (Vergrof3erung: 40-fach).

Abbildung 52: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer PVR-Membran. Kolokalisation von anti-
UEA I und anti-Galectin-3. (Vergrofderung: 20-fach).
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4.2.3 Analyse ultrastruktureller Bestandteile

Eine ultrastrukturelle Analyse erfolgte bei 16 Praparaten von 4 der 12 Patienten mit
proliferativer Vitreoretinopathie.

Die innere Grenzmembran lies sich bei 3 von 4 Praparaten darstellen. Meist waren die
Zellen des pramakularen Gewebes der inneren Grenzmembran direkt aufgelagert. Die
Hauptzelltypen in Membranen bei proliferativer Vitreoretinopathie waren
Myofibroblasten und Zellen des retinalen Pigmentepithels. Myofibroblasten fanden
sich in allen Praparaten und waren auf Grund ihres fusiformen Zellkerns und der
subplasmalemmalen Verdichtungen gut zu erkennen. Die Zellen des retinalen
Pigmentepithels waren in 3 von 4 Praparaten dokumentiert. Sie sind durch ihre mit
Melanin gefullten intrazytoplasmatischen Vesikel gut von den Ubrigen Zellen
abgrenzbar. Abbildung 53 zeigt eine Zelle des retinalen Pigmentepithels, die der

vitrealen Seite der inneren Grenzmembran direkt aufliegt.
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Abbildung 53: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer priamakuliren Membran bei
proliferativer Vitreoretinopathie. Zu sehen ist eine Zelle des retinalen Pigmentepithels, die direkt
auf der inneren Grenzmembran lokalisiert ist. (Eigene Aufnahme; Vergréfierung 3000-fach).

Seltener zeigten sich Fibroblasten und Hyalozyten. Abbildung 54 zeigt einen
Fibroblasten mit myofibroblasten-ahnlichen Merkmalen wie den subplasmalemmalen
Verdichtungen.
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Abbildung 54: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer pramakulidren Membran bei
proliferativer Vitreoretinopathie. Zu sehen ist ein Fibroblast mit myofibroblasten-dhnlichen
Merkmalen und die innere Grenzmembran (ILM). Der Fibroblast befindet sich auf der vitrealen
Seite der ILM. (Eigene Aufnahme; Vergrofierung 3000-fach).

In der extrazellularen Matrix fand sich wenig neu gebildetes Kollagen (engl.: newly
formed collagen), welches in Abbildung 55 dargestellt ist. Kollagenstrange (engl.
collagen strands) und fibrillare Kollagenprazipitate (engl.: fibrous long spacing

collagen) konnten nicht gefunden werden.
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Abbildung 55: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer priamakuliren Membran bei
proliferativer Vitreoretinopathie. Zu sehen ist eine von neu gebildetem Kollagen (NFC, siehe Pfeile)
umgebene Zelle. (Eigene Aufnahme, Vergrofderung 20000-fach).

Abbildung 56 bietet eine Zusammenschau der Befunde bei proliferativer
Vitreoretinopathie.
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Abbildung 56: Befunde eines Patienten mit proliferativer Vitreoretinopathie.
1. Reihe: SD-OCT-Aufnahme, in der die pramakulidre Membran in Form einer weifden Linie deutlich
zu erkennen ist.

2. Reihe: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen.

3. Reihe: Elektronenmikroskopische Aufnahmen. Links: Retinale Pigmentepithelzelle. Rechts:
Fibroblast.

4.3 Vergleich nach Grunderkrankung

Die beiden Diagnosegruppen unterschieden sich sowohl hinsichtlich ihrer
Altersverteilung als auch bezuglich des gemessenen pra- und postoperativen Visus.
Die Patientengruppe der idiopathischen epiretinalen Gliose wies ein mittleres Alter von
74 + 9 SD Jahren (Median: 75,5 Jahre, min - max: 57 - 88 Jahre) auf. Insgesamt
handelte es sich in dieser Gruppe um altere Patienten.

Die Altersverteilung der Diagnosegruppe mit proliferativer Vitreoretinopathie war im
Gegensatz dazu heterogener. Das mittlere Alter lag bei 59 £ 23 SD Jahren (Median:

64,5 Jahre). Das minimale Alter (21 Jahre) und das maximale Alter (91 Jahre) lagen
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mit einer Differenz von 70 Jahren deutlich weiter auseinander verglichen mit der
Diagnosegruppe der idiopathischen epiretinalen Gliose, welche eine Differenz von 31
Jahren aufwies.

Der praoperativ gemessene Visus betrug in der Diagnosegruppe mit idiopathischer
epiretinaler Gliose im Mittel 0,49 + 0,14 SD logMAR und in der Gruppe der
proliferativen Vitreoretinopathie 1,11 £ 0,64 SD logMAR. Der Verlaufsvisus lag bei 0,33
1+ 0,29 SD logMAR bei idiopathischer epiretinale Gliose beziehungsweise bei 1,24 +
0,58 SD logMAR bei proliferativer Vitreoretinopathie.

In beiden Diagnosegruppen konnte sowohl homogene Zellverteilungen als auch
Clusterformationen beobachtet werden. Der Anteil der homogenen Zellverteilungen
lag bei 56% bei idiopathischer epiretinaler Gliose beziehungsweise bei 75% bei
proliferativer Vitreoretinopathie. Die Clusterformationen nahmen einen Prozentsatz
von 44% bei idiopathischer epiretinaler Gliose und 17% bei proliferativer
Vitreoretinopathie ein. Zudem lieRen sich bei der Diagnosegruppe der idiopathischen
epiretinalen Gliose eher single layer vorfinden. Die Diagnosegruppe der proliferativen
Vitreoretinopathie wies hingegen meist multi layer auf. Tabelle 8 fasst die

epidemiologischen Daten noch einmal zusammen.

Idiopathische Proliferative
epiretinale Gliose Vitreoretinopathie
Mittelwert Alter 74 £ 9 SD Jahre 59 £ 23 SD Jahre
Median Alter 75,5 Jahre 64,5 Jahre
Visusmittelwert in
logMAR:
) e 0,49+0,14 SD e 1,11+0,67 SD
e praOP
e 0,29+0,31SD e 1,01+0,65SD
e postOP
Zellverteilung:
e homogen o 56% o 75%
e Cluster o 44% e 17%
single layer / multi layer single layer multi layer

Tabelle 8: Vergleich der Patientendaten der beiden Diagnosegruppen ,idiopathische epiretinale
Gliose“ und ,proliferative Vitreoretinopathie®.
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4.3.1 Vergleich Zell-spezifischer Antigene

In der immunhistologischen Analyse zeigte sich, dass die einzelnen Diagnosegruppen
ein ahnliches Farbeverhalten bezuglich Zell-spezifischer Antigene aufwiesen. Das

Gesamtergebnis ist in Tabelle 9 dargestellt.

Anti- Zielstruktur Idiopathische Proliferative
epiretinale Gliose Vitreoretinopathie
a-SMA Myofibroblasten ++ ++
CD45 Hyalozyten + (+)
CD64 Hyalozyten, + (+)
Makrophagen
CDes akrophagen. nicht gefarbt '
Cytokeratin-8 RPE-Zellen nicht gefarbt i
Collagen-1 EZM (+) (+)
Emmprin/CD147 RPE-Zellen,
Miullerzellen, + +
Mikroglia
Galectin-1 RPE-Zellen + +
Galectin-3 RPE-Zellen, + +
Mikroglia
GFAP Gliazellen + +
IBA 1 Mikroglia, + +
Makrophagen
Isolectin B4 Mikroglia, ++ +
Endothelzellen
Integrin a V RPE-Zellen,
Fibroblasten, i (+)
Myofibroblasten
Integrin aV B3 RPE-Zellen,
Fibroblasten, + (+)
Myofibroblasten
Integrin aV B5 RPE-Zellen,
Fibroblasten, + -
Myofibroblasten
RCA RPE-Zellen,
Immunzellen, + +
Endothelzellen,
Mikroglia
TGF-8 EZM, +) _
Myofibroblasten
UEAI Endothelzellen, + +
Epithelzellen

Tabelle 9: Vergleich der Antikdrper-Affinitit bei idiopathischer epiretinaler Gliose und
proliferativer Vitreoretinopathie. RPE-Zellen: Zellen des retinalen Pigmentepithels, EZM:
extrazellulire Matrix, ,++“ Expression in 100% der untersuchten Praparate; ,+“ Expression in
mindestens 80% der untersuchten Priparate; ,(+)“ Expression in mindestens 40% der
untersuchten Priparate; ,,-“ Expression in maximal 20% der untersuchten Praparate.
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In allen Praparaten zeigte sich eine besonders positive Farbung fur anti-a-SMA, die
anti-Galectine -1 und -3, anti-ILB 4, anti-RCA |, anti-Emmprin, anti-UEA |, anti-IBA 1
und anti-GFAP. Zudem konnte eine leicht positive Reaktion fur die Integrine anti-
Integrin aV und anti-Integrin aV B3 sowohl bei den Praparaten der idiopathischen
epiretinalen Gliose als auch bei denen der proliferativen Vitreoretinopathie gefunden

werden.

Kolokalisationen zwischen anti-Galectin-3 und anti-UEA | waren in beiden Gruppen zu

finden.

Die Negativkontrollen zeigten jeweils keine Anfarbung fur alle getesteten Antikorper.

Dies ist in den nachfolgenden Abbildungen 56 — 57 beispielhaft dargestellt.

4.3.2 Vergleich ultrastruktureller Bestandteile

Die ultrastrukturellen Bestandteile der Membranen bestatigten die bisherigen
Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet.

Die pramakularen Membranen bei idiopathischer epiretinaler Gliose sowie die
Membranen bei proliferativer Vitreoretinopathie beinhalteten als Hauptzelltyp
kontraktile Myofibroblasten. Daneben zeigten sich bei idiopathischer epiretinaler
Gliose haufig Hyalozyten sowie neu gebildetes Kollagen, Kollagenstrange und fibrillare

Kollagenprazipitate. Meist waren die Membranen single layer.
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Im Gegensatz dazu fanden sich bei Membranen mit proliferativer Vitreoretinopathie
viele Zellen des retinalen Pigmentepithels. Das Zellbild zeigte oft dicht gelagerte,
ubereinander gelagerte Zellen in Form eines multi layers.

Die vergleichenden Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 10 Ubersichtlich

dargestellt.
Ultrastrukturelle Elemente Idiopathische Proliferative
epiretinale Vitreoretinopathie
Gliose
Innere Grenzmembran (ILM) i i
Zellen direkt auf der ILM + +
Zelltypen
Fibroblast (+) -
Hyalozyt (+) -
Myofibroblast + ++
Retinale Pigmentepithelzelle - i
Kollagentypen
Fibrillare Kollagenprazipitate (FLSC) (+) -
Kollagenstringe (CS) (+) -
+ +

Neu gebildetes Kollagen (NFC)
Tabelle 10: Vergleich der elektronenmikroskopischen Auswertung von idiopathischer epiretinaler
Gliose und proliferativer Vitreoretinopathie. ,++“ Expression in 100% der untersuchten Priparate;
»+“ Expression in mindestens 80% der untersuchten Praparate; ,,(+)“ Expression in mindestens 40%
der untersuchten Praparate; ,-“ Expression in maximal 20% der untersuchten Priparate.
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5 Diskussion

Diese Studie zeigt erstmals einen immunzytochemischen und ultrastrukturellen
Vergleich chirurgisch exzidierter pramakularer Membranen von 16 Augen mit
idiopathischer epiretinaler Gliose und 12 Augen mit proliferativer Vitreoretinopathie.
Die mittels pars plana Vitrektomie mit Peeling pramakularen Gewebes und innerer
Grenzmembran gewonnenen Praparate wurden zuerst fur die Flachpraparation
aufgearbeitet und anschliefiend mittels Phasenkontrast-, Interferenz-, Fluoreszenz-
und Elektronenmikroskopie untersucht. Fur die immunhistologische Analyse wurden
insgesamt 20 primare Antikorper wie anti-a-smooth muscle actin (a-SMA), anti-
Integrine (av, avp3, avB5), anti-Galectine (-3, -1), anti-IBA-1 (Mikroglia), anti-Emmprin
(CD147), anti-Ricinus communis agglutinin | (RCA 1) und anti-Kollagen-1 verwendet.
Fur die klinische Korrelation erfolgte die Erfassung demographischer Patientendaten

sowie eine Auswertung der bestkorrigierten Sehscharfe auch im zeitlichen Verlauf.

5.1 Immunhistologische Farbung von Zell- und Fibrose-spezifischen
Antigenen

Unsere Untersuchungen zeigen, dass chirurgisch exzidierte pramakulare Membranen
von Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose und proliferativer Vitreoretinopathie
Unterschiede in der Zellzusammensetzung prasentieren.

Die Transdifferenzierung von Vorlauferzellen in Myofibroblasten wurde jedoch bei
beiden Entitdten gefunden. Spezifische immunzytochemische Marker, die an
fibrotischen Prozessen beteiligt sind, wurden sowohl in Augen mit idiopathischer
epiretinaler Gliose als auch in Augen mit proliferativer Vitreoretinopathie beobachtet.
Bei beiden Augen wurde eine starke positive Immunoreaktivitat von anti-a-SMA und
anti-Integrin avB3 gefunden. Des Weiteren fand sich eine starke positive Farbung von

anti-Galectin1-/-3, anti-IBA1, anti-Emmprin, anti-RCA | und anti-Kollagen-1.

5.1.1 Anti-a-smooth muscle actin (anti-a-SMA)

In allen Praparaten beider Patientengruppen lie3 sich der Myofibroblastenmarker anti-

a-smooth muscle actin (a-SMA) sehr intensiv nachweisen. Dies ist im Einklang mit
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Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen, die das Vorkommen von Myofibroblasten in
pramakularen Membranen bei idiopathischer epiretinaler Gliose und proliferativer
Vitreoretinopathie beschreiben (Schumann, et al., 2015), (Schumann, et al., 2014), (Smiddy,
et al., 1989), (Smiddy, et al., 1992), (Parapuram, et al., 2009), (Hinz B., 2016), (Chen, et al.,
2014).

Myofibroblasten kénnen aus unterschiedlichsten Zellen transdifferenzieren. Beispiele
fur Vorlauferzellen sind: Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen, glatte
Muskelzellen, ortsansassige mesenchymale Progenitorzellen, Fettzellen, Perizyten,
Keratozyten, Mullerzellen und Zellen des retinalen Pigmentepithels (Chen, et al., 2014),
(Hinz B., 2016), (Parapuram, et al., 2009). Die Myofibroblasten-Transdifferenzierung lauft
in mehreren Schritten ab. Zu Beginn entwickelt sich durch neu entstandene
Gewebesteifigkeit ein sogenannter Protomyofibroblast (Pellegrin & Mellor, 2007).
Dieser ahnelt phanotypisch noch einem Fibroblasten, ist aber bereits migratorisch
aktiver als Ubliche Gewebefibroblasten. Typischerweise weist der Protomyofibroblast
,stress fibers®, jedoch noch kein a-SMA auf (Hinz B., 2016), (Pellegrin & Mellor, 2007).
~otress fibers” sind kontraktile - und y-Aktinmyosin-Blndel, die in Nicht-Muskelzellen
vorkommen (Pellegrin & Mellor, 2007), (Tojkander, et al., 2012). Unter dem Einfluss
profibrotischer Faktoren wie mechanischem Stress oder TGF-B1 Sekretion,
transdifferenziert der Protomyofibroblast zum Myofibroblast und beginnt a-SMA zu
exprimieren (Hinz B., 2016), (Pellegrin & Mellor, 2007), (Tojkander, et al., 2012). Durch das
in ,stress fibers® eingebaute a—SMA besitzt der Myofibroblast stark kontraktile
Eigenschaften (Hinz B., 2016), (Hinz, et al., 2012), wodurch Verzerrtsehen und
Visusminderung bei den betroffenen Patienten resultieren.

Bereits bekannt ist, dass Myofibroblasten bei der physiologischen Wundheilung und
bei der Entstehung von Fibrose eine wichtige Rolle spielen. Unter physiologischen
Bedingungen gehen Myofibroblasten nach abgeschlossener Wundheilung in die
Apoptose uber (Hinz B., 2016). Bleiben Myofibroblasten weiterhin aktiv, fuhrt die
Produktion von extrazellularem Kollagen durch eine Akkumulation extrazellularer
Matrix zur Fibrosebildung (Hinz B., 2016).

Fibrotische Faktoren und Prozesse sind sowohl bei der idiopathischen epiretinalen
Gliose als auch bei der proliferativen Vitreoretinopathie beschrieben. Bei beiden
Erkrankungen sind Myofibroblasten die vorherrschenden Zellen. Dies stimmt mit der

Annahme von Zhao und Kollegen uberein, die Myofibroblasten bei allen traktiven
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pramakularen Membranen nachweisen und sie pathogenetisch von grof3er Relevanz
beurteilen (Zhao, et al., 2013). Haritoglou und Kollegen bezeichnen Myofibroblasten
sogar als den wichtigsten zellularen Bestandteil des vitreomakularen
Traktionssyndrom, einer weiteren Unterform traktiver Makulopathien (Haritoglou, et al.,
2014).

Der ultrastrukturelle Unterschied zwischen der idiopathischen epiretinalen Gliose und
der proliferativen Vitreoretinopathie besteht jedoch darin, dass sich die restlichen
vorkommenden Zelltypen unterscheiden. Aus diesem Grund liegt die Vermutung nahe,
dass die Myofibroblasten bei den zwei von uns untersuchten Krankheitsentitaten aus
unterschiedlichen Zellen hervorgehen. Die Vorlauferzellen bei der idiopathischen
epiretinalen Gliose sind nach aktuellen Untersuchungen Hyalozyten, Fibroblasten und
Gliazellen (Gandorfer, et al., 2014), (Sebag, et al.,, 2014). Bei der proliferativen
Vitreoretinopathie sind hingegen retinale Pigmentepithelzellen als

Hauptvorlauferzellen beschrieben (Alge, et al., 2006).

5.1.2 Anti-Integrin aV, anti-Integrin aVB3 und anti-Integrin aV5

In unseren Untersuchungen lie3en sich die Marker anti-Integrin aV und anti-Integrin
aVB3 bei beiden untersuchten Entitaten stark positiv nachweisen. Das anti-Integrin
aVB5 konnte in dieser Arbeit nur in den Membranen der idiopathischen epiretinalen
Gliose gefunden werden. Bei idiopathischer epiretinaler Gliose gibt es bisher keine
vergleichenden Ergebnisse in der Literatur. Auch bei proliferativer Vitreoretinopathie
finden sich diesbezlglich kaum Publikationen. Lediglich Robbins und Kollegen
testeten im Jahre 1994 verschiedene Integrine bei Membranen der proliferativen
Vitreoretinopathie und konnten anti-Integrin aV positiv nachweisen (Robbins, et al.,
1994). In Membranen der proliferativen diabetischen Retinopathie wurden die Integrine
aVB3 und aVB5 ebenfalls positiv gefunden (Friedlander, et al., 1996).

Integrine sind heterodimere Typ | Transmembranproteine, die aus nicht-kovalent
verbundenen a- und B-Untereinheiten bestehen (Alberts, et al., 2002), (Danen, 2000-
2013), (Henderson & Sheppard, 2013), (Worthington, et al., 2011). Durch Bindung an die
Glykoproteine Laminin, Fibronektin und Kollagen verankern sie das zellulare
Zytoskelett mit der extrazelluldren Matrix (Alberts, et al., 2002), (Danen, 2000-2013).
Zudem beeinflussen sie Zell-Zell-Adhasionen (Danen, 2000-2013), (Henderson &
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Sheppard, 2013) sowie Signalkaskaden, welche zellulare Motilitat, Proliferation und
Differenzierung bestimmen (Danen, 2000-2013), (Henderson & Sheppard, 2013).

In der Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten wird den Integrinen
mit der Unterform aV - insbesondere den Subtypen aV(33, aVp5, aVB6 und aVp8 —
eine wichtige Funktion zugeschrieben (Henderson & Sheppard, 2013), (Hinz B., 2016),
(Sarrazy, et al., 2014). Integrine haben indirekt Uber die Aktivierung von latentem TGF-
B1 einen profibrotischen Einfluss (Hinz B., 2016), (Hinz, et al., 2012), (Sarrazy, et al., 2014).
TGF-B1 wird in inaktiver Form in die extrazellulare Matrix sezerniert und dort
gespeichert (Henderson & Sheppard, 2013), (Hinz B., 2016), (Worthington, et al., 2011). Die
Integrin-vermittelte Aktivierung von TGF-31, fuhrt zur Neoexpression von a-SMA in
Fibroblasten (Hinz, et al., 2012), (Hinz B., 2016), (Rennov-Jessen & Petersen, 1993), (Wipft,
et al., 2007), (Worthington, et al., 2011), (Zhou, et al., 2010). Im Tierversuch an Mausen
wurde bereits gezeigt, dass bei knockout der aV-Integrine in Linsenzellen weniger
Myofibroblasten durch epithelial-mesenchymale Transition entstehen (Mamuya, et al.,
2014).

5.1.3 Anti-Transforming growth factor beta (Anti-TGF-f3)

Das multifunktionelle Zytokin , Transforming Growth Factor beta® (TGF-() liel3 sich bei
einzelnen Praparaten der idiopathischen epiretinalen Gliose und der proliferativen
Vitreoretinopathie durch eine positive Immunreaktion nachweisen. In der Literatur ist
eine vermehrte Expression der Unterform TGF-B2 im Glaskorper und in pramakularen
Membranen bei Patienten mit proliferativer Vitreoretinopathie beschrieben (Chen, et al.,
2014), (Parapuram, et al., 2009). Dies ist im Einklang mit unseren Ergebnissen. Zudem
fanden Chen und Kollegen, dass TGF-B2 die epithelial-mesenchymale Transition von
Zellen des retinalen Pigmentepithels fordert und somit aktiv  zur
Myofibroblastenaktivierung in Membranen bei proliferativer Vitreoretinopathie beitragt
(Chen, et al., 2014). Des Weiteren induziert TGF-B1 die a-SMA-Expression retinaler
Mullergliazellen, wie Bu und Kollegen an idiopathischen pramakulédren Membranen
nachweisen konnten (Bu, et al., 2015).

TGF-B wird von mehreren Zellen produziert und kontrolliert unzahlige zellulare
Vorgange wie Proliferation, Migration, Differenzierung und Apoptose (Worthington, et

al., 2011). Zudem induziert TGF-B die Expression des eigenen Gens, was zu einer
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positiven Ruckkopplung fuhrt (Partridge, et al., 2004). Die grof3e Bedeutung des Zytokins
|asst sich daran erkennen, dass fast alle menschlichen Zellen Rezeptoren fur TGF-3
besitzen (Worthington, et al., 2011).

TGF-B wird durch Bindung an das Latenz-assoziierte Propeptid (LAP) als inaktiver
LAP-TGF-B-Komplex von den Zellen sezerniert. In der extrazellularen Matrix bindet
der inaktive LAP-TGF-B-Komplex an das ,latent TGF-B binding protein“ (LTBP), um fur
die spatere Aktivierung in der extrazellularen Matrix zu verbleiben (Worthington, et al.,
2011). Bei der Aktivierung des latenten TGF-f kommt den Integrinen aVB3, aV5,
aVp6 und aVB8 eine entscheidende Rolle zu (Henderson & Sheppard, 2013),
(Worthington, et al., 2011). Sie kénnen durch Bindung an LAP, TGF-B aus seiner
Bindung l6sen. Das nun aktive TGF-f bindet an zellulare Rezeptoren und induziert
Signalkaskaden wie die vermehrte a-SMA-Expression (Bu, et al., 2015), (Hinz B., 2016),
(Parapuram, et al., 2009), (Worthington, et al., 2011). Dadurch wird die
Transdifferenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten beglnstigt (Bu, et al., 2015),
(Hinz B., 2016), (Partridge, et al., 2004), (Worthington, et al., 2011). Nicht-Integrin-
vermittelte Aktivierungsmechanismen wie LAP-Spaltung durch Serin- oder
Matrixmetalloproteasen scheinen eine nur sehr geringe Bedeutung zu haben (Annes,
et al., 2003), (Worthington, et al., 2011).

5.1.4 Anti-Galectin-1 und Anti-Galectin-3

Anti-Galectin-1 und anti-Galectin-3 lieen sich in unseren Untersuchungen bei
Praparaten der idiopathischen epiretinalen Gliose und bei Praparaten der
proliferativen Vitreoretinopathie immunzytochemisch stark positiv nachweisen. Auch
anderen Arbeitsgruppen gelang der Nachweis von anti-Galectin-1 und anti-Galectin-3
in pramakularen Membranen bei proliferativer Vitreoretinopathie (Abu El-Asrar, et al.,
2011), (Alge, et al., 2006), (Priglinger, et al., 2016). Bei idiopathischer epiretinaler Gliose
wurden Galectin-Antikorper nach aktuellem Kenntnisstand noch nicht untersucht.

Galectine sind eine profibrotisch wirkende Proteingruppe, die an 3-Galactoside binden
und mindestens eine Kohlenhydrat-bindende Domane aufweisen (Argiieso & Panjwani,
2011). Sie kommen im Zellkern, Zytoplasma, an der Zelloberflache und in der
extrazellularen Matrix vor (Argiieso & Panjwani, 2011), (Li, et al., 2014), (Partridge, et al.,

2004). Je nach Lokalisation haben sie unterschiedliche Funktionen.

89



5 Diskussion

Galectin-1 ist an der Regulation von zellularer Migration, Proliferation und
Differenzierung beteiligt. Verbindungen mit den Matrixproteinen Laminin und
Fibronektin sind beschrieben (Alge, et al., 2006), (Traber & Zomer, 2013). Durch eine
vermehrte Expression in proliferierenden, dedifferenzierten retinalen
Pigmentepithelzellen ist Galectin-1 in der Fruhphase fibrotischer Prozesse von
Bedeutung (Alge, et al., 2006). Die gesteigerte Expression von Galectin-1 unterstitzt in
der Pathogenese von proliferativer Vitreoretinopathie die Migration retinaler
Pigmentepithelzellen in Laminin und Fibronektin enthaltenen Matrizen. Dies fordert die
Entstehung traktiver sub- und pramakularer Membranen (Alge, et al., 2006).
Intrazellulares Galectin-3 schitzt mithilfe Kohlenhydrat-unabhangiger Mechanismen
die Zellen vor der Apoptose und fordert zugleich das Zellwachstum (Argiieso &
Panjwani, 2011), (Priglinger, et al., 2016). Extrazellulares Galectin-3 ist vor allem an Zell-
Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt (Argiieso & Panjwani, 2011), (Priglinger, et al.,
2016), (Priglinger, et al., 2013). Zuletzt konnte gezeigt werden, dass Galectin-3 durch
Aktivierung von Myofibroblasten besonders in der Fruhphase fibrotischer Prozesse
von Bedeutung zu sein scheint (Abu El-Asrar, et al., 2011), (Argiieso & Panjwani, 2011).
Durch Verlangerung der Verweildauer der TGF-3-Rezeptoren an der Zelloberflache
(Partridge, et al., 2004), verstarkt Galectin-3 die profibrotische Wirkung von aktivem
TGF-B, was in einer Neoexpression von a-SMA in Fibroblasten resultiert (Hinz B.,
2016). Aulerdem wurde beschrieben, dass transdifferenzierte, myofibroblasten-
ahnliche retinale Pigmentepithelzellen im Gegensatz zu nativen retinalen
Pigmentepithelzellen eine hohere Affinitat zu Galectin-3 aufweisen (Priglinger, et al.,
2016). Dies fuhrt zu einer positiven Ruckkopplung fibrotischer Prozesse.
DarlUberhinaus nimmt Galectin-3 auch in Integrin-vermittelten Signalwegen wie
Zelladhasion, -migration und -verteilung eine wichtige Funktion ein (Argieso &
Panjwani, 2011), (Partridge, et al., 2004), (Priglinger, et al., 2013).

5.1.5 Anti-Emmprin

Auch der Marker anti-Emmprin liel3 sich sowohl bei idiopathischer epiretinaler Gliose
als auch bei proliferativer Vitreoretinopathie stark positiv nachweisen. An
pramakularen Membranen idiopathischer epiretinaler Gliose wurde dies bisher noch

nicht untersucht. Bei proliferativer Vitreoretinopathie gelang einer Arbeitsgruppe
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anhand eines in vitro Modells der Nachweis von Emmprin an der Plasmamembran von
retinalen Pigmentepithelzellen (Priglinger, et al., 2013).

Emmprin ist ein multifunktionales Transmembranprotein aus der Gruppe der
Immunglobuline (Nawroth, et al., 2010). Zusatzlich zur Plasmamembran kann Emmprin
auch an der Golgimembran und am endoplasmatischen Retikulum vorkommen
(Priglinger, et al.,, 2013). Die Bezeichnung EMMPRIN steht fur extracellular matrix
metalloproteinase inducer. In anderen Literaturquellen werden auch die
Bezeichnungen ,Tumor Collagenase Stimulatory Factor® (TCSF), Hab18G, OX-47,
Neurothelin, Basigin oder CD147 synonym verwendet (Nawroth, et al., 2010). Exprimiert
wird Emmprin vor allem von Tumorzellen, Zellen des hamatopoetischen Systems,
Epithel- und Endothelzellen (Nawroth, et al., 2010). Emmprin fungiert aber nicht nur als
Transmembranprotein, sondern kann auch in Form von Mikrovesikeln in die
extrazellulare Matrix sezerniert werden und dort nahegelegene Zellen beeinflussen
(Nawroth, et al., 2010). Funktionell sorgt Emmprin flr die Expression verschiedener
Proteine wie Matrixmetalloproteinasen (MMPs), Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) und Hyaluronsaure (Nawroth, et al., 2010). Daneben kann Emmprin durch die
Interaktion mit Integrin a3B1 und Integrin a6B1 die Zelladhdsion, Chemotaxis und
Zellproliferation regulieren (Nawroth, et al., 2010). Diese Erkenntnisse legen nahe, dass
Emmprin fibrotische Umbauprozesse, wie sie bei pramakularen Membranen
vorkommen, beeinflussen konnte. Im Auge ist Emmprin sowohl an der basolateralen
als auch an der apikalen Plasmamembran der retinalen Pigmentepithelzellen zu finden
und kommt sowohl bei differenzierten als auch bei dedifferenzierten retinalen
Pigmentepithelzellen vor (Bonilha, et al., 2006), (Priglinger, et al., 2013). In diesem
Zusammenhang wurde Emmprin als Transmembranrezeptor fur Galectin-3 identifiziert
(Priglinger, et al., 2013). Aber auch in der Plasmamembran von Mullerzellen und
retinaler Mikroglia ist Emmprin lokalisiert (Hanna, et al., 2003), (Priglinger, et al., 2013),
(Yin, et al., 2017). Dies konnte die positive Immunreaktivitat bei Praparaten der

idiopathischen epiretinalen Gliose erklaren.

5.1.6 Anti-Isolectin B4 (anti-ILB4), anti-IBA-1 und anti-Ricinus communis
agglutinin | (anti-RCA I)

Anti-Isolectin B4 (Anti-ILB4), anti-IBA-1 und anti-Ricinus communis agglutinin | (anti-

RCA 1) sind Marker fur (retinale) Mikrogliazellen und konnten sowohl bei den
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Praparaten der idiopathischen epiretinalen Gliose als auch der proliferativen
Vitreoretinopathie sehr stark positiv nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stimmen
mit der aktuellen Literatur Uberein. Uber das Vorkommen von Mikrogliazellen bei
idiopathischer epiretinaler Gliose ist bisher erst wenig bekannt. In Voruntersuchungen
konnten aber bereits mittels Anti-RCA | deren Vorkommen in idiopathischen
pramakularen Membranen nachwiesen werden (Oberstein, et al., 2011). Auch bei
Praparaten idiopathischer Makulaforamen Stadium Ill und IV wurden Mikrogliazellen
gefunden (Schumann, et al., 2011). Bei der proliferativen Vitreoretinopathie wurde
ebenfalls das Vorkommen von Mikrogliazellen in pramakularen Membranen
beschrieben (McGillem & Dacheux, 1998), (Oberstein, et al., 2011), (Weller, et al., 1992),
(Weller, et al., 1991).

Mikrogliazellen sind mesodermalen Ursprungs, weisen eine amoeboide Morphologie
auf und agieren als ortsansassige Immunzellen des zentralen Nervensystems und der
Retina (Kettenmann, et al., 2011), (McGillem & Dacheux, 1998). Aufgrund ihrer Fahigkeit
zur Migration (meist entlang von Blutgefalen), Proliferation und Phagozytose werden
Mikrogliazellen oft als die ,Makrophagen des zentralen Nervensystems® bezeichnet
(Kettenmann, et al., 2011). An Hasenaugen konnte gezeigt werden, dass Mikrogliazellen
physiologisch in 3 Schichten der Retina vorkommen: auf der vitrealen Seite der
Nervenfaserschicht, sowie in der in der inneren und auleren plexiformen Schicht
(McGillem & Dacheux, 1998). Bereits 1991 konnten Weller et al. das Vorhandensein von
Mikrogliazellen bei proliferativer Vitreoretinopathie nachweisen (Weller, et al., 1991). Bei
der proliferativen Vitreoretinopathie scheinen Mikrogliazellen vor allem phagozytische
und lokal immunmodulierende Aufgaben einzunehmen (Weller, et al., 1991). Zudem
exprimieren aktivierte Mikrogliazellen das Filament Vimentin und produzieren vermehrt
Zytokine wie Interleukin-1 und TGF-B (McGillem & Dacheux, 1998), (Weller, et al., 1991).
TGF-B fuhrt wiederum zur Neoexpression von ao-SMA in transdifferenzierten
Myofibroblasten, die durch Produktion von extrazellularer Matrix sowie durch ihre
kontraktile Fahigkeit zur Pathogenese pramakularer Membranen beitragen (Hinz B.,
2016). Uber diesen Mechanismus wirken aktivierte Mikrogliazellen in der
vitreoretinalen Grenzflache profibrotisch. Mdgliche Stimuli fur die Migration und
Proliferation von retinaler Mikroglia kdnnten Interleukin-1 und -3, Aktivierung durch
Mdullerzellen, fokale Laserkoagulation, Photorezeptordegeneration und Entziindungen

sein (McGillem & Dacheux, 1998), (Weller, et al., 1991).
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5.1.7 Anti-Ulex europaeus agglutinin | (Anti-UEA 1)

Ulex europaeus agglutinin | (UEA-I) ist ein pflanzliches Glykoprotein, welches aus den
Samen der Furze Ginsterpflanze gewonnen wird (Lekowski, et al., 2001). Anti-UEA-I
bindet an Endothelzellen, die keinem oxidativen Stress ausgesetzt sind, und kann
somit als physiologischer Endothelzellmarker fungieren (Lekowski, et al., 2001).

Bisher wurden bei pramakularen Membranen der idiopathischen epiretinalen Gliose
und proliferativen Vitreoretinopathie vor allem die zellularen und extrazellularen
Bestandteile beschrieben und den Gefalen wenig Bedeutung geschenkt. In den
pramakularen Membranen der proliferativen Vitreoretinopathie lassen sich jedoch
auch kapillare GefalRle nachweisen, die klinisch allerdings &uferst selten in
Erscheinung treten (Asiyo-Vogel, et al., 1998). Asiyo-Vogel et al. konnten bei 28.6% der
von |hnen untersuchten Membranen der proliferativen Vitreoretinopathie
Endothelzellen durch positive Immunfarbung mit anti-UEA | und anti-Ricinus
communis agglutinin | (anti-RCA I) nachweisen (Asiyo-Vogel, et al., 1998). Im Einklang
dazu zeigte sich in unseren Untersuchungen bei einzelnen Praparaten der
proliferativen Vitreoretinopathie eine positive immunzytochemische Reaktion auf anti-
UEA I. Aber auch in Praparaten der idiopathischen epiretinalen Gliose fanden sich
vereinzelt positive Reaktionen. Dies gibt Hinweis darauf, dass nicht nur bei der
proliferativen Vitreoretinopathie, sondern auch bei der idiopathischen epiretinalen

Gliose Endothelzellen beziehungsweise Gefalte vorhanden zu sein scheinen.

5.1.8 Anti-Glial fibrillary acidic protein (Anti-GFAP)

Der Marker anti-GFAP liel} sich bei fast allen Praparaten der idiopathischen
epiretinalen Gliose deutlich positiv nachweisen. Bei Praparaten der proliferativen
Vitreoretinopathie war anti-GFAP nur vereinzelt positiv.

»Glial Fibrillary Acidic Protein“ (GFAP) ist als Intermediarfilament im Zytoskelett von
Makrogliazellen zu finden (Middeldorp & Hol, 2011). Das Vorkommen von
Makrogliazellen in idiopathischen pramakularen Membranen wurde bereits in einigen
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt (Gandorfer, et al., 2014), (Haritoglou, et al.,
2007), (Zhao, et al., 2013) und stimmt mit der Literatur Gberein (Bu, et al., 2015), (Feist, et
al., 2014), (Kritzenberger, et al., 2011), (Okada, et al., 1995), (Sebag, 2015). In pramakularen

Membranen der idiopathischen epiretinalen Gliose scheinen Makrogliazellen wie
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Astrozyten oder Mullerzellen als Vorlauferzellen von Myofibroblasten zu fungieren (Bu,
et al., 2015), (Feist, et al., 2014), (Zhao, et al., 2013).

Auch in pramakularen Membranen der proliferativen Vitreoretinopathie liel3en sich
bereits GFAP-positive Zellen nachweisen (Casaroli-Marano, et al., 1999), (Hiscott, et al.,
1984), (Hiscott, et al., 1989), (Sethi, et al., 2005), (Yamashita, et al., 1985). Casaroli-Marano
und Kollegen postulierten, dass in Membranen der proliferativen Vitreoretinopathie
nicht nur Makrogliazellen, sondern auch dedifferenzierte retinale Pigmentepithelzellen
GFAP exprimieren konnen. Gestutzt wird die These durch den gleichzeitigen
Nachweis von Zellen, die Intermediarfilamente GFAP, Zytokeratine und Vimentin

enthielten (Casaroli-Marano, et al., 1999).

5.1.9 Anti-Cytokeratin-8 (Anti-CK-8)

Cytokeratin-8 (CK-8) st ein Intermediarfilament im Zytoskelett retinaler
Pigmentepithelzellen (Casaroli-Marano, et al., 1999), (Sirén, et al., 1990), (Weller, et al.,
1991), (Wonodirekso, et al., 1993) und wurde in unserer Arbeit als Marker des retinalen
Pigmentepithels nur bei den Praparaten der proliferativen Vitreoretinopathie deutlich
positiv nachgewiesen. Dies stimmt mit anderen Arbeiten Uberein, die retinale
Pigmentepithelzellen bei Membranen der proliferativen Vitreoretinopathie als
Hauptzelltyp identifizierten. Nach aktuellen Untersuchungen stellen retinale
Pigmentepithelzellen bei der proliferativen Vitreoretinopathie die Hauptvorlauferzellen
der Myofibroblasten dar (Casaroli-Marano, et al., 1999), (Hinz B., 2016), (Priglinger, et al.,
2016).

Bei Praparaten der idiopathischen epiretinalen Gliose konnte keine positive

Immunfluoreszenzreaktion fur anti-CK-8 gefunden werden.

5.1.10 Anti-Kollagen-1

Der Marker anti-Kollagen-1 konnte bei fast allen Praparaten der idiopathischen
epiretinalen Gliose und der proliferativen Vitreoretinopathie nachgewiesen werden.
Auch Okada et al. und Kritzenberger et al. konnten Kollagen-1 immunhistochemisch
bei idiopathischen pramakularen Membranen nachweisen (Kritzenberger, et al., 2011),
(Okada, et al., 1995). Ebenfalls nachgewiesen wurde Kollagen-1 bei pramakularen

Proliferationen bei Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der Makula (Compera,
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et al., 2015). Robbins et al. beschrieben bereits im Jahre 1994, dass Kollagen-1 ein
Bestandteil der extrazellularen Matrix von pramakularen Membranen bei proliferativer
Vitreoretinopathie ist (Robbins, et al., 1994).

Als wasserunldsliche Proteine bilden die Kollagene einen Grolteil der extrazellularen
Matrix. Heutzutage sind 26 unterschiedliche Kollagentypen bekannt, von denen 22 im
Auge zu finden sind (IThanaméki, et al., 2004). Im Glaskdrper finden sich Kollagen Typ I,
VI, IX und V/XI (Bishop, 2009), (Ihanaméki, et al., 2004), (Schumann, et al., 2015). In der
Retina lassen sich folgende Kollagentypen nachweisen: I, 11, IlI, 1V, V, VI, IX, XIII, XVIII,
XXM und XXIV (Gandorfer, et al., 2009), (Heegaard, 1997), (Ihanaméki, et al., 2004). In
pramakularen Membranen sind neben Kollagen Typ | auch die Typen I, lll, IV, V und
VI zu finden (Bu, et al., 2015), (Kritzenberger, et al., 2011), (Morino, et al., 1990), (Okada, et
al., 1995), (Robbins, et al., 1994), (Scheiffarth, et al., 1988). Kollagen Typ | wird
uberwiegend von Myofibroblasten sezerniert und bildet den Groldteil der
extrazellularen Matrix (Feist, et al., 2014), (Kritzenberger, et al., 2011).

Bei der idiopathischen epiretinalen Gliose scheint sich die Kollagenzusammensetzung
je nach Auspragungsgrad der pramakularen Membran zu verandern (Kritzenberger, et
al., 2011). Im Anfangsstadium der idiopathischen epiretinalen Gliose findet sich vor
allem Kollagen Typ VI. Im Gegensatz dazu dominieren bei der fortgeschrittenen Form,
dem Macular Pucker, Kollagen Typ | und II. Kollagen VI findet sich seltener. Da
fibrillare Kollagenprazipitate bei kollagenolytischen Umbauprozessen entstehen und
aus Kollagen Typ VI Fibrillen bestehen, erklart sich dadurch deren haufiges
Vorkommen bei idiopathischer epiretinaler Gliose (Kritzenberger, et al., 2011),
(Schumann, et al., 2015).

In pramakularen Membranen der proliferativen Vitreoretinopathie lasst sich neben
Kollagen | auch vereinzelt Kollagen Il nachweisen (Feist, et al., 2014). Eingebettet in
Kollagen I-reiche extrazellulare Matrix lassen sich vor allem retinale Pigmentepithel-
und Gliazellen nachweisen (Feist, et al., 2014). Diese stellen nach heutigen
Erkenntnissen die Hauptvorlauferzellen der Myofibroblasten bei proliferativer
Vitreoretinopathie dar (Feist, et al., 2014).

Daruberhinaus zeigte sich in unserer Arbeit bei Praparaten der idiopathischen
epiretinalen Gliose und der proliferativen Vitreoretinopathie haufig eine Kolokalisation
von anti-a-SMA mit anti-Kollagen-1. Da Myofibroblasten die Hauptproduzenten von

extrazellularer Matrix in pramakularen Geweben darstellen, bedeutet dies den
95



5 Diskussion

Nachweis eines aktiven Myofibroblasten (Bu, et al., 2015), (Schumann, et al., 2015).

5.1.11 Anti-CD-45 und Anti-CD-64

Im Einklang zu anderen Arbeiten lieBen sich auch in unserer Arbeit die beiden
Hyalozytenmarker anti-CD-45 und anti-CD-64 bei allen Praparaten der idiopathischen
epiretinalen Gliose positiv nachweisen (Schumann, et al., 2014), (Zhao, et al., 2013).
Hyalozyten haben ihren Ursprung im Knochenmark, entsprechen den lokalen
Glaskorperzellen und sind zur Phagozytose fahig (Schumann, et al., 2014), (Sebag, 2015),
(Zhao, et al., 2013). In gesunden Augen befinden sich Hyalozyten als Monolayer etwa
20-50 ym von der inneren Grenzmembran entfernt in der Glaskoérpergrenzmembran
(Schumann, et al., 2014), (Sebag, 2015). Durch inkomplette hintere Glaskorperabhebung,
die Vitreoschisis, kdnnen in Glaskorperkollagen eingebettete Hyalozyten auf der
inneren Grenzmembran verbleiben und proliferieren (Sebag, 2015), (Sebag, 2008). Als
mogliche Vorlauferzellen fur Myofibroblasten spielen sie deshalb eine wichtige Rolle
bei der Entstehung vitreoretinaler Erkrankungen (Haritoglou, et al., 2014), (Zhao, et al.,
2013).

Bei den Membranen der proliferativen Vitreoretinopathie liel3en sich anti-CD45 und
anti-CD64 nicht nachweisen. Dies entspricht den bisherigen Annahmen, dass
Hyalozyten im Gegensatz zu den Zellen des retinalen Pigmentepithels bei
pramakularen Membranen bei proliferativer Vitreoretinopathie kaum eine Rolle spielen
(Alge, et al., 2006), (Chen, et al., 2014), (Parapuram, et al., 2009).

5.2 Ultrastrukturelle Beschreibungen

Die ultrastrukturelle Beurteilung der Praparate via
Transmissionselektronenmikroskopie zeigte, dass sich die pramakularen Membranen
sowohl aus verschiedenen zellularen als auch aus extrazellularen Bestandteilen
zusammensetzen. Hiscott et al. beschrieben bereits im Jahre 1983 das Vorkommen
von Gliazellen, retinalen Pigmentepithelzellen, Fibroblasten, Hyalozyten und auch
fibrotischen Arealen auf pramakularen Membranen in vitro (Hiscott, et al., 1983). Zudem
scheint sich die Zusammensetzung der pramakularen Membranen mit zunehmender
Krankheitsdauer zu verandern: Wahrend sich erst kurz bestehende Membranen als

sehr zellreich, proliferativ und weniger fibrotisch erwiesen, zeigten ,altere” Membranen
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ein gegenteiliges Bild mit mehr Fibrose und weniger zellularen Bestandteilen (Hiscott,
et al., 1983). Mit diesem Wissen, kann man die Theorie, dass es sich bei pramakularen
Membranen um eine UberschieBende Wundheilungsstorung handelt, gut
nachvollziehen, da auch die physiologische Wundheilung mit dem Einwandern von
Myofibroblasten beginnt (Hinz B., 2016), (Kritzenberger, et al., 2011).

Bei der idiopathischen epiretinalen Gliose konnten wir elektronenmikroskopisch neben
Myofibroblasten vor allem Hyalozyten und Fibroblasten nachweisen. In der Literatur
wird zudem das Vorkommen von Mdllerzellen, Mikrogliazellen und Astrozyten
beschrieben (Gandorfer, et al., 2014), (Kampik, et al., 1980), (Zhao, et al., 2013). Die
Hyalozyten verbleiben wahrend der anomalen altersbedingten hinteren
Glaskorperabhebung durch Vitreoschisis in der vitreoretinalen Grenzflache und

beginnen dort zu proliferieren (Sebag, et al., 2014).

Die Praparate der proliferativen Vitreoretinopathie enthielten neben Myofibroblasten
vor allem Zellen des retinalen Pigmentepithels. In weiteren Studien konnten zusatzlich
Gliazellen und Fibroblasten nachgewiesen werden (Alge, et al., 2006). Den retinalen
Pigmentepithelzellen kommt aufgrund ihrer gro3en Anzahl und ihrer proliferativen
Eigenschaften eine SchlUsselrolle bei der Entstehung von Membranen der
proliferativen Vitreoretinopathie zu (Alge, et al., 2006). Unter physiologischen
Umstanden befinden sich retinale Pigmentepithelzellen als Monolayer zwischen der
Photorezeptorschicht und der Bruch-Membran. Durch Verletzungen, wie sie bei einer
Netzhautablosung entstehen kdnnen, gelangen retinale Pigmentepithelzellen unter
anderem in die vitreoretinale Grenzflache (Alge, et al., 2006). Durch Zytokine wie
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), Transforming Growth Factor-B (TGF-B) und
Platelet-derived Growth Factor (PDGF) koénnen durch epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) aus retinalen Pigmentepithelzellen Fibroblasten entstehen (Alge, et
al., 2006). Diese Fibroblasten weisen ein erhdhtes proliferatives Potenzial auf und

konnen zu Myofibroblasten transdifferenzieren (Alge, et al., 2006), (Hinz B., 2016).

5.3 Anti-proliferative Therapieansatze

Als einziges therapeutisches Vorgehen zur Behandlung pramakularer Membranen
traktiver Makulopathien steht derzeit die operative Intervention mit Entfernung der
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inneren Grenzmembran und der pramakularen Gewebes von der Oberflache der
Netzhaut zur Verfugung (Haritoglou, et al., 2014), (Schaub, Enders, & Fauser, 2016). Dieses
sogenannte ,Peeling” von innerer Grenzmembran und pramakularen Gewebes ist ein
diffiziles Verfahren mit entsprechenden Risiken. Medikamentose anti-Fibrose
Therapiestrategien zur Behandlung oder gar Verhinderung der Entstehung
pramakularer Membranen sind derzeit noch nicht moéglich und sind deshalb von
besonderem Interesse (Alge, et al., 2006), (Priglinger, et al., 2013).

Aber nicht nur in der Augenheilkunde, sondern auch in vielen anderen Fachbereichen
wie der Pulmologie, Hepatologie, Nephrologie und Kardiologie kommt der Anti-
Fibrose-Forschung eine wichtige Rolle zu. Deshalb gilt es, pharmakologische
Therapieansatze zu finden, sowie Untersuchungen und Ergebnisse aus anderen
Fachbereichen zu prufen, weiter zu entwickeln und auf die Ophthalmologie zu

ubertragen.

Hemmung der Transdifferenzierung

Da Myofibroblasten in der Pathogenese pramakularer Membranen als Hauptzelltyp
identifiziert wurden, kommt der Hemmung der Transdifferenzierung von
Myofibroblasten aus Vorlduferzellen eine wichtige Rolle zu. Ein erster Ansatz lag
hierbei in der Hemmung von TGF-f3 als potenzielle antifibrotische Zielstruktur (Hinz B.
, 2016). In der epithelial-mesenchymalen Transition von Progenitorzellen zu
Myofibroblasten, fordert das Zytokin TGF-B die Neoexpression von a-SMA in
Fibroblasten (Hinz B., 2016), (Rennov-Jessen & Petersen, 1993). Durch Inhibition von TGF-
B wurde in mehreren Tierversuchen eine Reduktion der Fibrose gezeigt (Hinz B., 2016),
(Mgller-Pedersen, et al., 1998). Mgller-Pedersen und Kollegen demonstrierten 1998 im
Tiermodell, dass die Therapie mit einem TGF-B-Antikdrper im Rahmen einer
photorefraktiven Keratektomie die epithelial-mesenchymale Transition und stromale
Fibrose reduzierte (Mgller-Pedersen, et al., 1998).

Des Weiteren scheint der Histon-Deacetylase-Inhibitor (HDAC-Inhibitor) Trichostatin
A einen inhibierenden Effekt auf die Proliferation retinaler Pigmentepithelzellen und
deren TGF-B2-vermittelte Kontraktion und Migration zu haben, da die Acetylierung bei
der Aktivierung von retinalen Pigmentepithelzellen eine entscheidende Rolle spielt
(Por, et al., 2016). Auch dieser Ansatz scheint erfolgsversprechend zu sein, muss aber

noch klinisch erprobt werden.
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TGF-B ist jedoch nicht nur profibrotisch wirksam, sondern reguliert im Rahmen der
physiologischen Wundheilung auch die Homoéostase von Epidermis-, Gefal3- und
Immunzellen (Hinz B., 2013). So wurde gezeigt, dass knock-out Mause ohne TGF-1
starke Infektionen von Haut und Lunge entwickelten und zudem eine unvollstandige
Vaskulogenese zeigten (Hinz B. , 2016), (Shull, et al., 1992). AulRerdem wird den TGF-
B-Inhibitoren durch ihre antiproliferative Wirkung auf Epithelzellen auch eine erhdhte
Karzinogenitat zugeschrieben. Dies sind Grunde, warum trotz vielversprechender
Ergebnisse im Tiermodell und auch in der Zellkultur eine anti-fibrotische Therapie mit
TGF-B-Inhibitoren nicht empfohlen wird (Henderson & Sheppard, 2013), (Hinz B., 2016).

Hemmung von TGF-B-aktivierenden Integrinen

Neuere Therapieansatze werden in der Hemmung der Signalkaskade von TGF-3
gesucht. Eine vielversprechende Moglichkeit scheint die Inhibition von TGF-3-
aktivierenden Integrinen zu sein. Hierzu zahlen die Integrine aVB3, aVB5, aVB6 und
aVB8 (Henderson & Sheppard, 2013), (Hinz B., 2013), (Hinz B., 2016). Henderson und
Sheppard konnten bereits in Tierversuchen an knock-out Mausen zeigen, dass durch
Ausschalten der aV-Integrine in Perizyten eine kunstlich induzierte Fibrose in Lunge,
Leber und Niere ausblieb (Henderson & Sheppard, 2013), (Hinz B., 2016). Auch Mamuya
und Kollegen legten dar, dass durch knockout der aV-Integrine in Linsenzellen von
Mausen weniger Myofibroblasten durch epithelial-mesenchymale Transition entstehen
(Mamuya, et al., 2014). Dabei scheint besonders das Integrin aVB6 eine besondere
Rolle zu spielen. Die spezifische Blockade von Integrin aV[36 lieferte die therapeutisch
vielversprechendsten Ergebnisse in Bezug auf Reduktion von Fibrose in Leber, Niere
und Lunge (Henderson & Sheppard, 2013). Aus diesem Grund wurde ein humanisierter,
monoklonaler Antikorper gegen Integrin aV6 mit dem Namen BG00011 (auch STX-
100) von Juli 2012 bis Marz 2017 in einer doppelblinden, randomisierten Studie der
Phase 2 an Patienten mit idiopathischer Lungenfibrose getestet (Biogen, 2017). Die
aktuellen Ergebnisse dieser Studie stehen derzeit noch auch und werden hoffentlich
bald verodffentlicht. Sollten sich hierbei die bisherigen positiven Ergebnisse der
Voruntersuchungen bestatigen, stellt eine Testung des Antikdrpers in vitreoretinalen
Pathologien eine neue interessante Moglichkeit dar. Unerwlnschte Nebenwirkungen
scheinen Inhibitoren der aV Integrine kaum aufwiesen. Dennoch mussen weitere

Untersuchungen folgen, da beispielsweise die Expression von Integrin aV36 - gegen
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welches BG00011 gerichtet ist - in Hornhautepithelzellen unabdingbar fur eine normale

Wundheilung ist (Blanco-Mezquita, et al., 2011).

Inhibition von Galectin-3

Daneben stellen Galectin-3-Inhibitoren einen weiteren Therapieansatz zur Reduktion
von Fibrose dar. Galectin-3, friher bekannt unter dem Namen Mac-2 Antigen, aktiviert
profibrotische Faktoren und ist auf diese Weise an der parenchymalen Fibrose von
Leber, Niere, Lunge, BlutgefalRen und Herz beteiligt (Li, et al., 2014), (Traber & Zomer,
2013). Mittels der Galectin-3 bindenden Medikamente GM-CT-01 (Galactomannan)
und GR-MD-02 (Galactoarabino-rhamnogalaturonan) konnte im Tierversuch an
Mausen mit nicht-alkoholischer Steatohepatitis (NASH) eine Reduktion von Fibrose
erzielt werden (Traber & Zomer, 2013). Vor allem GR-MD-02 zeigte eine signifikante
Abnahme der NASH-AKktivitat und auch der Kollagenproduktion (Traber & Zomer, 2013).
Zudem wurde eine Reduktion der a-SMA Expression, welches in der Leber als Marker
fur aktivierte, Kollagen-produzierende Sternzellen gilt, dokumentiert (Traber & Zomer,
2013). Hierbei war das positive Outcome unabhangig vom Zeitpunkt der Therapie. GR-
MD-02 zeigte sowohl bei frihem als auch spatem Therapiebeginn eine Fibrose-
reduzierende Wirkung (Traber & Zomer, 2013). Auch bei anderen fibrotischen
Erkrankungen der Leber wie der Thioacetamid-induzierten Leberkrankheit erzielten
die Galectin-3-Inhibitoren GM-CT-01 und GR-MD-02 eine Fibrose-reduzierende
Wirkung (Traber, et al., 2013). Diese vielversprechenden Ergebnisse lassen auch auf
eine positive Wirkung am Auge hoffen, was in zuklnftigen Studien getestet werden

muss.

5.4 Schlussfolgerungen

Die Pathogenese von pramakularen Membranen, die bei idiopathischer epiretinaler
Gliose und bei proliferativer Vitreoretinopathie vorkommen, weist unterschiedliche
Entstehungsmechanismen auf. Dies stimmt mit unseren Untersuchungen uberein, da
wir Unterschiede in der Zellzusammensetzung prasentieren. In unserer Analyse
dominierten in pramakularen Membranen von idiopathischer epiretinaler Gliose
Myofibroblasten, Gliazellen und Fibroblasten. In pramakuldaren Membranen bei
proliferativer  Vitreoretinopathie wurden retinale Pigmentepithelzellen und
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Myofibroblasten als vorwiegende Zelltypen gefunden.

Beiden Entitdten ist jedoch die Transdifferenzierung von Vorlauferzellen in
Myofibroblasten gemeinsam. An fibrotischen Prozessen beteiligte spezifische
immunzytochemische Marker wurden sowohl in Praparaten bei idiopathischer
epiretinaler Gliose als auch in Praparaten bei proliferativer Vitreoretinopathie
beobachtet. Eine starke positive Immunoreaktivitat von anti-a-SMA, anti-Integrin av(33,
anti-Galectin, anti-IBA1, anti-Emmprin, anti-RCA | und anti-Kollagen-1 wurde bei
beiden Entitaten nachgewiesen.

Dies gibt Hinweise darauf, dass diese beiden fibrotischen Erkrankungen trotz

unterschiedlicher Pathogenese auch Gemeinsamkeiten aufweisen.
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6 Zusammenfassung

Die idiopathische epiretinale Gliose und proliferative Vitreoretinopathie betreffen als
traktive Makulopathien die Stelle des scharften Sehens und koénnen bei den
betroffenen Patienten Verzerrtsehen und Visusverlust verursachen. Durch die
Ausbildung vitreomakularer Zugkrafte fUhren sie zu pra-, intra- und subretinalen
Veranderungen. Ursachlich hierfir ist die Ausbildung pathologischer, mehrschichtiger
Zell- und Kollagenansammlungen, sogenannte pramakulare Membranen, die sich an
der anatomischen Grenze zwischen Glaskoérper und innerer Grenzmembran der
Netzhaut im Bereich der Makula ausbilden. Die operative Entfernung ist derzeit die
einzige erfolgsversprechende Therapieoption. Da medikamentdse anti-Fibrose-
Therapiestrategien zur Behandlung oder gar Verhinderung der Entstehung von
pramakularen Membranen derzeit noch nicht zur Verfugung stehen, ist die Entwicklung

pharmakologischer Therapieansatze von zentraler Bedeutung.

Ziel unserer Arbeit war deshalb, chirurgisch exzidierte pramakulare von Patienten mit
idiopathischer  epiretinaler  Gliose  und proliferativer  Vitreoretinopathie
immunzytochemisch und ultrastrukturell zu untersuchen und zu vergleichen. Dabei

kam der Testung neuer anti-fibrotischer Immunmarker eine wesentliche Rolle zu.

Eingeschlossen wurden 28 chirurgisch exzidierte pramakulare von 28 Patienten (16
Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose und 12 Augen mit proliferativer
Vitreoretinopathie), die zwischen Mai 2014 und April 2015 in der Augenklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen mittels pars plana Vitrektomie und Peeling
von ILM und pramakularen Gewebes gewonnenen wurden. Nach Aufarbeitung fur die
Flachpraparation erfolgte eine Analyse mittels Phasenkontrast-, Interferenz-,
Immunfluoreszenz- und Elektronenmikroskopie. Fur die Immunzytologie wurden 20
verschiedene primare Antikorper verwendet. Zudem wurden die klinischen Daten der
Patienten retrospektiv ausgewertet und korreliert. Zum Zeitpunkt der Operation betrug
das Durchschnittsalter der Patienten mit idiopathischer epiretinaler Gliose 74 £ 9 SD
Jahre und bei Patienten mit proliferativer Vitreoretinopathie 59 + 23 SD Jahre. Die

bestkorrigierte Sehscharfe betrug praoperativ im Mittel 0,49 = 0,14 SD bei
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idiopathischer epiretinaler Gliose beziehungsweise 1,11 £ 0,67 SD bei proliferativer
Vitreoretinopathie. Postoperativ zeigte sich bei den Patienten mit idiopathischer
epiretinaler Gliose eine Verbesserung der mittleren, bestkorrigierten Sehscharfe auf
0,29 £ 0,31 SD. Die mittlere, bestkorrigierte Sehscharfe der Patienten mit proliferativer
Vitreoretinopathie zeigte postoperativ hingegen eine Verschlechterung auf 1,24 + 0,62
SD.

Unsere immunhistochemischen und ultrastrukturellen Untersuchungen zeigen, dass
Unterschiede in der Zellzusammensetzung bei chirurgisch exzidierten pramakularen
Membranen von Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose und proliferativer
Vitreoretinopathie  bestehen. Bei beiden Entitdten wurde jedoch die
Transdifferenzierung von Vorlauferzellen in Myofibroblasten gefunden. Spezifische
immunhistochemische Marker, die an fibrotischen Prozessen beteiligt sind, wurden
sowohl in Augen mit idiopathischer epiretinaler Gliose als auch in Augen mit
proliferativer Vitreoretinopathie beobachtet. Bei beiden Augen wurde eine starke
positive Immunoreaktivitat von anti-ao-SMA und anti-Integrin avB3 gefunden. Des
Weiteren fand sich eine starke positive Farbung von anti-Galectin, anti-IBA1, anti-
Emmprin, anti-RCA | und anti-Kollagen-1. Ultrastrukturell fanden sich bei Augen mit
idiopathischer epiretinaler Gliose Myofibroblasten, Fibroblasten und Hyalozyten als
pradominante Zelltypen, welche eingebettet in Glaskorperkollagen auf der inneren
Grenzmembran zu finden waren. Vereinzelt lieRen sich auch Makro- und
Mikrogliazellen nachweisen. Bei der proliferativen Vitreoretinopathie lieRen sich bei
allen Praparaten Zellen des retinalen Pigmentepithels sowie Myofibroblasten

nachweisen. Diese zeigten sich haufig von neu gebildetem Kollagen umgeben.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei idiopathischer epiretinaler Gliose
und proliferativer Vitreoretinopathie Unterschiede in der zellularen und extrazellularen
Zusammensetzung bestehen. Nach aktuellem Kenntnisstand wird derzeit davon
ausgegangen, dass Myofibroblasten der idiopathischen epiretinalen Gliose
hauptsachlich aus Gliazellen, Hyalozyten und Fibroblasten transdifferenzieren. Bei der
proliferativen Vitreoretinopathie bilden die Zellen des retinalen Pigmentepithels die
Hauptvorlauferzellen der Myofibroblasten. Das gemeinsame Vorkommen der

Transdifferenzierung von Myofibroblasten aus Vorlauferzellen bei sowohl
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idiopathischer epiretinaler Gliose als auch proliferativer Vitreoretinopathie gibt jedoch
Hinweise darauf, dass zellulare Gemeinsamkeiten in der Pathogenese beider
Entitaten bestehen. Hieraus lasst sich schlussfolgern, dass man mogliche
Therapieansatze bei der proliferativen Vitreoretinopathie auf die idiopathische
epiretinale Gliose Ubertragen kann. Mit dem Ziel, Mdglichkeiten zur Anti-Fibrose-
Behandlung aufzuzeigen, tragen unsere Ergebnisse zur Entwicklung neuer

pharmakologischer Therapieansatze bei.
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8.3 Visus-Umrechnungstabelle

Dezimal LogMAR Meter Fu
o010 100 660 20200

0,125 0,90 6/48 20/160
0,16 0,80 6/38 20/125
0,20 0,70 6/30 20/100
0,25 0,60 6/24 20/80
0,32 0,50 6/19 20/63
0,40 0,40 6/15 20/50
0,50 0,30 6/12 20/40
0,63 0,20 6/9,5 20/32
0,80 0,10 77,5 20/25
1,00 0,00 6/6 20/20
1,25 -0,10 6/4,8 20/16
1,60 -0,20 6/3,8 20/12,5
2,00 -0,30 6/3 20/10
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8.4 Abkirzungsverzeichnis

a-SMA a-Aktin Filament (engl.: a-smooth-muscle-actin)

AMD Altersbedingte Makuladegeneration

APCs Alkylphosphocholine

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)

BSS balancierte Salzlosung; kammerwasserahnliche Zusammensetzung
C2F6 Schwefelhexafluorid

CB2R Cannabinoidrezeptor Typ 2

cc mit Korrektur (lat.: cum correctione)

CD45/64 engl.: cluster of differentiation 45/64

CE Kataraktextraktion (engl.: cataract extraction)

CK-8 Zytokeratin-8

Coll-1 Kollagen Typ 1

CS Kollagenstrange (engl.: collagen strands)

CTGF Bindegewebswachstumsfaktor (engl.: connective tissue growth factor)

Cy2,3,5 Cyaninfarbstoffe 2,3,5 (engl.: cyanine dyes)

DAPI Fluoreszenzfarbstoff: 4’,6-Diamidin-2-phenylindol

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl.: desoxyribonucleic acid)

EMT epithelial-mesenchymale Transition

ERM epiretinale Membran

ETH Ethanol

EZM extrazellulare Matrix

FGF Fibroblasten-Wachstumsfaktor (engl.: fibroblast growth factor)
FLSC fibrillare Kollagenprazipitate (engl.: fibrous long spacing collagen)
GA Glutaraldehyd

GFAP saures Gliafaserprotein (engl.: glial fibrillary acidic protein)

HDAC Histon-Deacetylase

HKL Hinterkammerlinse

HLA humanes Leukozyten Antigen (engl.: human leucocyte antigen)
IBA 1 Calcium-bindendes Adapterprotein der Mikroglia/Makrophagen (engl.:

ionized calcium-binding adapter molecule 1)
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ICAM-1

IGF-1

IL-1
ILB 4
ILM
INF y
LA
LAP
LTBP
max
min
MMP
MP
NFC
OCT
OP
PBS
PBT
PDGF
PFA
postOP
ppV
praOP
PRK
PVD
PVP-lod
PVR
RA
RCA |
ROCK
RPE

intrazellulares Adhesionsmolektl 1 (engl.: intracellular adhesion
molecule1)

Insulin-ahnlicher Wachstumsfaktor Typ 1 (engl.: insulin-like growth factor
1)

Interleukin 1

Isolectin B4

innere Grenzmembran (engl.: inner limiting membrane)
Interferon y

linkes Auge

Latenz-assoziierte Propeptid

latentes TGF-3 Bindeprotein (engl.: latent TGF- binding protein)
Maximum

Minimum

Matrixmetalloproteinase

macular pucker (Auspragungsform der epiretinalen Gliose)

neu gebildetes Kollagen (engl.: newly formed collagen)

optische Koharenztomografie

Operation

phosphatgepufferte Salzlésung (engl.: phophate buffered saline)
PBS mit Tween 20; Pufferldsung

engl.: platelet derived growth factor

Paraformaldehyd

nach der Operation

pars plana Vitrektomie

vor der Operation

photorefraktive Keratektomie

hintere Glaskorperabhebung (engl.: posterior vitreous detachment)
Povidon-lod

proliferative Vitreoretinopathie

rechtes Auge

Ricinus communis agglutinin |

rho-Kinase

Retinales Pigmentepithel
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8 Anhang

sC

SD
SD-OCT
SF6
TCSF

TGF-B
TIMPs

UEAI
VBR
VEGF

ohne Korrektur (lat.: sine correctione)

Standardabweichung (engl.: standard deviation)

Spektral-Domain optische Koharenztomographie
Schwefelhexafluorid

engl.: tumor collagenase stimulatory factor; synonym verwendet mit
Emmoprin

engl.: transforming growth factor 3

Gewebeinhibitor von Metalloproteinasen (engl.: tissue inhibitors of
metalloproteinases)

Ulex europaeus agglutinin |

vitreoretinale Grenzflache (engl.: vitreoretinal border region)
vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (engl.: vascular endothelial

growth factor)
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