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1 Vorwort

Diese vorliegende kumulative Habilitationsschrift beschreibt Vorkommen und Charakteristika
pramakuldrer Membranen im Bereich der vitreoretinalen Grenzfliche bei traktiven
Makulopathien wie dem Makulaschichtforamen und dem Pseudoforamen der Makula, der
Foveoschisis bei idiopathischer epiretinaler Membran (iERM-Foveoschisis), dem
durchgreifenden Makulaforamen, dem idiopathischen Macular pucker sowie der

proliferativen Vitreoretinopathie.

Grundlage sind acht ausgewéhlte Originalarbeiten, die den klinischen Verlauf sowie
immunhistologische und ultrastrukturelle Eigenschaften der vitreoretinalen Grenzfliche
einschlieBlich pradmakuldrer Membranen und innerer Grenzmembran (ILM) bei diesen
Krankheitsbildern darstellen und vergleichen. Die vorgelegten, ausgesuchten Arbeiten
umfassen klinische Studien sowie klinisch-pathologische Untersuchungen, bei denen die
chirurgisch exzidierten Prdparate mittels Flachschnittpraparation fiir die Phasen- und
Interferenzmikroskopie, = Immunhistologie =~ und  Transmissionselektronenmikroskopie
aufbereitet wurden. Auch die Entwicklung eines erfolgreich etablierten Zellkulturmodells

wird beschrieben und erliutert.

Zum besseren Verstindnis sind ausgewédhlte Abbildungen und Tabellen aus den
entsprechenden Originalarbeiten in dieser Habilitationsschrift aufgefiihrt. Zentrale Aussagen
der Originalarbeiten betonen die Kernfragen wichtiger Diskussionspunkte. Dabei sind die
eigenen Veroffentlichungen zum Thema aufsteigend nach Erscheinungsdatum bei den
entsprechenden Kapiteln gelistet. Die zum Thema zitierte Fremdliteratur ist in numerischer

Form im Literaturverzeichnis angegeben.
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2 Einfiihrung und Zielsetzung

Der Begriff traktive Makulopathie bezeichnet in der Retinologie eine Gruppe von
Erkrankungen der Netzhaut des Auges, welche die Stelle des schérften Sehens (Macula lutea)
betreffen. Hauptsymptome erkrankter Patienten sind Visusverlust und Verzerrtsehen. Zu den
traktiven Makulopathien zdhlen das vollstdindig durchgreifende Makulaforamen, das
Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der Makula sowie die Foveoschisis bei
idiopathischer  epiretinaler =~ Membran (iERM-Foveoschisis) als  nicht-vollstindig
durchgreifende Makuladefekte, die idiopathische epiretinale Gliose sowie deren
fortgeschrittene Form namens Macular pucker, das vitreomakulédre Traktionssyndrom und die

proliferative Vitreoretinopathie.

Zur Diagnosestellung traktiver Makulopathien werden moderne bildgebende hochauflésende
Verfahren wie die Spektral-Domain optische Kohdrenztomographie (SD-OCT) in der
klinischen Praxis standardmiBig eingesetzt. Durch die detaillierte Darstellung einzelner
Netzhautschichten lassen sich feinste Verdnderungen im Bereich der Makula bereits frith

diagnostizieren und im Verlauf beurteilen.

Gemeinsam ist allen Formen von traktiven Makulopathien das Vorhandensein von
pramakuldren Membranen, welche hédufiger auch als epiretinale Membranen (ERM)
bezeichnet werden.'’***®""™ Diese sind pathologische, mehrschichtige Proliferationen von
Zellen und extrazelluldarer Kollagenmatrix im Bereich der makuldren vitreoretinalen
Grenzflache, der anatomischen Grenze zwischen Glaskorperrinde und innerer Grenzmembran

(ILM) der Netzhaut, *#>7>7

Das Vorkommen von pramakuldren Membranen in der Gesamtbevolkerung ist haufig.
Funduskopisch sichtbare pramakuldre Membranen zeigen sich bei fast jedem Dritten iiber 45

Jahre altem Menschen. >

Mittels immunzytochemischer und ultrastruktureller Untersuchungen war es in den
vergangenen Jahren moglich unterschiedliche Zellarten in pradmakuliren Membranen
nachzuweisen. Als Hauptzelltyp wurden in groBer Anzahl a-smooth muscle actin-positive
Myofibroblasten, welche aus verschiedenen Vorlduferzellen wie den retinalen glialen Miiller-
Zellen oder Hyalozyten transdifferenzieren, bei allen Formen traktiver Makulopathien
gefunden.® %% Auf Grund ihrer Fihigkeit zur Kontraktion und der Produktion einer

extrazelluldiren Kollagenmatrix verursachen priamakuldre Membranen eine Faltenbildung
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18,33.38,3947.78. Brkrankte Patienten sind

innerer Netzhautschichten im Bereich der Makula.
dadurch neben einem massiven Sehverlust, vor allem durch ein ausgepriagtes Verzerrtsehen
im tédglichen Leben wie beispielsweise beim Lesen, Schreiben oder Autofahren stark

funktionell beeintrachtigt.

Als einzig aktives therapeutisches Vorgehen besteht derzeit die Moglichkeit der
mikrochirurgischen Intervention mit Entfernung der pramakuldren Membranen und der ILM
von der Oberfliche der Netzhaut. Ziel dieses sogenannten ,,Peelings* wéhrend der
Makulachirurgie ist die Losung bestehender, antero-posteriorer und/oder tangentialer
Traktionen. Zur Rezidivprophylaxe werden dabei alle bestehenden, pradmakulidren Zell- und
Kollagenauflagerungen einschlieBlich ILM im Bereich der Makula vollstindig
abgetragen.'”®® Mit einer Dicke von 4-10 pm stellt sich die ILM jedoch als sehr diinne und
transluzide Struktur dar, sodass die Entfernung des Glaskorpers mit Peeling als ein diffiziles

Verfahren gilt, welches mit entsprechenden Risiken verbunden ist.

Da altersbedingte Pathologien des Glaskorpers malgeblich an der Entwicklung traktiver
Makulopathien beteiligt sind, haben die hier vorgelegten Forschungsarbeiten vor dem
Hintergrund des steigenden Altersdurchschnitts in der Population eine besondere klinische
Relevanz. Ziel dieses kumulativen Habilitationsvorhabens war deshalb, die Kenntnis iiber die
Entstehung und Abgrenzung einzelner traktiver Makulopathien untereinander zu verbessern

und dadurch Handlungsempfehlungen fiir operative vitreoretinale Eingriffe aufzuzeigen.

Vor diesem Hintergrund ergaben sich zahlreiche Fragestellungen und Zielsetzungen, die
Gegenstand der nachfolgend aufgefiihrten wissenschaftlichen Arbeiten sind und sich wie folgt

darstellen:

Welche Unterschiede zeigen sich histopathologisch im Bereich der vitreoretinalen
Grenzfliche in Bezug auf Vorkommen und Charakterisierung von pramakulédren
Membranen bei Augen mit Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der Makula?
(Arbeit A und B) Welche Zellarten lassen sich immunzytochemisch und ultrastrukturell
bei typisch traktiven pramakuldren Membranen, wie sie bei Augen mit Pseudoforamen der
Makula vorkommen, und bei der atypischen Makulaschichtforamen-assoziierten

pramakuldren Proliferation beschreiben? (Arbeit A und B)
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Welche Hinweise ergeben sich beziiglich des Fortschreitens der atypischen
Makulaschichtforamen-assoziierten pramakuldren Proliferation im klinischen Zeitverlauf
bei Augen mit Makulaschichtforamen, welche ausschlieliche diese Form von
pramakuldrer Proliferation aufweisen? Zeigt sich bei diesen Augen eine Korrelation von

intraretinalen Verdanderungen und Abnahme der best-korrigierten Sehschirfe? (Arbeit C)

Findet sich die atypisch pridmakuldre Zellproliferation nicht nur bei
Makulaschichtforamen sondern auch bei anderen, traktiven Makulopathien wie bei Augen
mit durchgreifendem Makulaforamen oder Macular pucker? Lésst sich deren Vorkommen
und Zellzusammensetzung untereinander vergleichen und eine Korrelation mit dem

morphologischen SD-OCT Befund herstellen? (Arbeit D)

Wie lésst sich die vitreomakuldre Grenzflache bei Augen mit iERM-Foveoschisis, einer
neuen Entitdt nicht-vollstandig durchgreifender Makuladefekte, klinisch-pathologisch
beschreiben und welche Unterschiede bestehen zur bekannten myopen Foveoschisis?

(Arbeit E)

Wie verhalten sich kultivierte und mittels Traktion aufgespannte, pramakuldre
Membranen im Vergleich zu unkultivierten und nicht aufgespannten, pramakuldren
Membranen von Augen mit Macular pucker, welche mittels Immunzytochemie und
Elektronenmikroskopie analysiert und verglichen werden? Welche Zellarten und

Phénotypen lassen sich beschreiben? (Arbeit F)

Gibt es Unterschiede in der Zellverteilung und Zellzusammensetzung von pramakulédren
Membranen bei Augen mit Macular pucker und proliferativer Vitreoretinopathie mittels
Testung neuer, Fibrose-hemmender Marker in der Immunzytochemie und

morphologischer Analyse mittels Elektronenmikroskopie? (Arbeit G)

Lassen sich mittels Immunfluoreszenz und Elektronenmikroskopie neurotrophe
Wachstumsfaktoren sowie Glia-/ und Ganglienzellen bei Augen mit groBlen vollstindig

durchgreifenden Makulaforamen nachweisen? (Arbeit H)

In den folgenden Kapiteln wird ein zusammenfassender Uberblick iiber die in den
Publikationen angefiithrten Methoden und Studienergebnisse gegeben. Zudem erfolgt eine

Einordnung dieser Arbeiten in die aktuelle wissenschaftliche Literatur.
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3 Hintergrund

Traktive Makulopathien stellen eine heterogene Gruppe erworbener vitreoretinaler
Erkrankungen dar. Pathogenetisch resultieren traktive Makulopathien aus antero-posterioren
oder tangential gerichteten Zugkriften im Bereich des Ubergangs des Glaskorpers zur
Netzhautoberflache, der vitreoretinalen Grenzfliche. Wesentliche kausale Faktoren hierfiir
sind altersbedingte Pathologien des Glaskorpers sowie das Vorkommen von pathologischen

pramakuldren Membranen.

Anatomie der vitreoretinalen Grenzflache

Die vitreoretinale Grenzfliche wird gebildet aus innerer Grenzmembran (engl. internal

limiting membrane, ILM) der Netzhaut und Glaskorperrinde.

Die ILM ist eine Basalmembran der retinalen FuBplatten der Miiller-Zellen. Sie besteht neben
Mukopolysacchariden vor allem aus Typ I und Typ IV Kollagenfibrillen. Die zur Netzhaut
gewandte retinale Seite zeigt eine unregelmiBig gewellte Seite. Die vitreale, zum Glaskorper

weisende Seite hat hingegen eine glatte Oberfliche.

Als Glaskorperrinde wird der dullere Anteil des Glaskorpers bezeichnet. Bestandteile sind
tiberwiegend Kollagen Typ II Fibrillen sowie singuldre Zellen, u.a. Fibroblasten und

Hyalozyten.’

Die feste Adhédrenz von Glaskorper und Netzhaut im Bereich des hinteren Pols hat dabei
klinisch eine besondere Bedeutung. Kollagene, radidr einlaufende Fasern der Glaskorperbasis
in die ILM prédisponieren durch feste Verbindungen der extrazelluliren Bindungsproteine

Fibronektin und Laminin zur Entstehung traktiver Verinderungen zentral in der Makula.®

Altersbedingte hintere Glaskdrperabhebung

Die physiologische Ablosung der hinteren Glaskorperrinde von der ILM der Netzhaut, als
hintere Glaskorperabhebung bezeichnet, zdhlt zu den altersbedingten Verdnderungen des
Auges.”” Ursichlich dafiir ist die mit dem Alter zunchmende Glaskdrperverfliissigung

(Syneresis)."?” Durch strukturelle, altersbedingte Veréinderungen erfolgt eine schrittweise
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Auflosung der netzwerk-dhnlichen Struktur des Glaskorpers. Hierzu zdhlen im Detail der
Verlust von Kollagen IX sowie die damit verbundene Zusammenlagerung verbleibender
Kollagenfibrillen, als auch die zunehmende Produktion an Hyaluronsdure durch Hyalozyten.
Als Folge davon éndert sich die Zusammensetzung des Glaskdrpers von gelartig zu fliissig.”®
Daneben tragt auch das Nachlassen physiologischer vitreoretinaler Adhdsionen der
Bindungsproteine Laminin und Fibronektin zur Entwicklung der altersbedingten hinteren

Glaskdrperabhebung bei.®’

Die altersbedingte, hintere Glaskorperabhebung wird normalerweise erst bei Menschen ab
dem 40. Lebensjahr beobachtet. In der Literatur werden Priavalenzen bei unter 50-Jdhrigen mit
weniger als 10% angegeben. Bei den iiber 70-Jéhrigen findet sich bei mindestens 60% der
Augen eine hintere Glaskorperabhebung.®® Untersuchungen konnten zeigen, dass
verschiedene Stadien iiber Jahre durchlaufen werden, bevor sich eine vollstindige, komplette
hintere Glaskorperabhebung zeigt.*” Nach einer beginnenden perifovealen Abldsung des

Glaskorpers, trennen sich im Verlauf vitreofoveale und vitreopapillire Anheftungen.™®

Dieser Vorgang von Glaskorperverfliissigung und Losung vitreoretinaler Adhédsionen verlauft
bei der Mehrheit der Bevolkerung simultan ohne daraus resultierende Pathologien. Lost sich
der Glaskorper durch verbleibende, vitreoretinale Anheftungen jedoch nicht komplett von der
Netzhautoberfldache, entstehen antero-posteriore und/ oder tangentiale Traktionen. Dies nennt
sich atypische hintere Glaskorperabhebung.’””>*° Zudem ist auch eine Spaltung innerhalb der
Glaskorperrinde moglich, Vitreoschisis genannt, bei der sich durch persistierende,
vitreofoveale Adhdsionen nur der innere Anteil der Glaskorperrinde 16st und der duBere Teil

mit der ILM der Netzhaut verbunden bleibt.

Sowohl die atypische hintere Glaskorperabhebung mit Ausbildung persistierender
vitreomakuldrer Adhédrenzen, als auch die Vitreoschisis spielen in der Pathogenese der

verschiedenen traktiven Makulopathien eine entscheidende Rolle.

Pramakulare Membran

Bei pramakuldiren Membranen handelt es sich um fibrozelluldre Proliferationen und
Kollagenansammlungen, welche sich der Glaskorper zugewandten Seite der ILM auflagern.

In der Literatur wird haufiger auch der Begriff epiretinale Membran (ERM) verwendet. Die
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Zellzusammensetzung stellt sich dabei bei den unterschiedlichen Erkrankungen traktiver

Makulopathien duflerst heterogen dar.

Sichtbare prdmakuldre Membranen sind mittels Funduskopie bei etwa 30% der iiber 60-
Jahrigen festzustellen.> Klinisch resultiert je nach Schweregrad und Ausprigung eine

deutliche Sehverschlechterung sowie Verzerrtsehen.

In der Pathogenese pramakuldrer Membranen sind die atypische hintere Glaskorperabhebung
und die Vitreoschisis von entscheidender Bedeutung.”>’* In diesem Zusammenhang ist
bekannt, dass vitreomakuldre Adhdrenzen nicht nur Wachstum und Migration von Zellen
retinalen und extra-retinalen Ursprungs induzieren, sondern auch deren De-Differenzierung
begiinstigen. Im Rahmen der Vitreoschisis verbleiben aus der Glaskorperrinde stammende
Hyalozyten auf der ILM und regen retinale Gliazellen an zu proliferieren und zu
migrieren.”"”” Dadurch transdifferenzieren Hyalozyten und Gliazellen in aktive o-smooth
muscle actin positive Myofibroblasten.'® Diese bilden die primakulire Membran und kénnen
durch zelluldre kontraktile Eigenschaften eine tangentiale Traktion auf die Netzhaut ausiiben,

wodurch eine Faltelung innerer Netzhautschichten entsteht.

Andererseits wird angenommen, dass antero-posteriore Zugkréfte zu kleinen Defekten in der
ILM fithren. Diese als ,,Poren” bezeichnete Defekte konnten ursidchlich sein fiir die
Durchwanderung retinaler Zellen wie Makrogliazellen, zu denen Miiller-Zellen und
Astrozyten gehoren, und Mikrogliazellen. Aber auch das Durchwandern extra-retinaler Zellen
wie Fibroblasten, Makrophagen und retinale Pigmentepithelzellen von der retinalen zur

vitrealen Seite der ILM ist bekannt.'***%

Diese Theorien erkliren das Vorkommen unterschiedlicher Zellarten in pramakuldren
Membranen, welche in den letzten Jahren mittels Immunzytochemie und

Elektronenmikroskopie beschrieben wurden,'#-3383%47.78

Traktive Makulopathien

Traktive Makulopathien treten im mittleren und fortgeschrittenen Erwachsenenalter auf und
fiihren bei den betroffenen Patienten zu Visusminderung und Verzerrtsehen. Unterschiedliche
Formen klinischer Erscheinungsbilder entwickeln sich je nach Auftreten und Auspragung der

Zugkrifte.
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Die bisherige klinische Diagnosestellung traktiver Makulopathien mittels Funduskopie wird
heute ergénzt durch moderne Bildgebung. Die optische Kohdrenztomographie (OCT) liefert
als ophthalmologisches, bildgebendes Verfahren hochauflosende Querschnittscans der
Netzhautschichten. Die exakte Beurteilung dieser einzelnen Netzhautschichten erbrachte in
der Diagnostik und Therapieplanung vitreoretinaler Erkrankungen einen wesentlichen
Fortschritt. Mit der Einfithrung und Weiterentwicklung zur hochauflosenden Spektral-
Domain OCT (SD-OCT) wird aktuell sogar eine axiale Auflésung von bis zu 3-5 um erreicht.
Dadurch hat sich insbesondere die Darstellbarkeit der vitreoretinalen Grenzflache und damit
das Wissen {iiber Morphologie und Fortschreiten vitreoretinaler Pathologien nochmals

entscheidend verbessert.

Die SD-OCT Aufnahme eines Normalbefundes der Makula zeigt Abbildung 3.1. Zentral ist
die foveale Depression zu erkennen. Farblich dargestellt sind die Grenze zwischen Netzhaut
und Glaskorper (griin), die &uBere Grenzmembran (blau), die ellipsoide Zone der
Innensegmente der Photorezeptoren (rot) und die Bruch’sche Membran, die Grenze zur

Aderhaut (orange).

p ? T Glaskorper/ innere
T AR A Grenzmembran, ILM
SO el g -o‘-.ﬁla.

auBere
Grenzmembran, ELM

ellipsoide Zone der
Innensegmente der
Photorezeptoren, EZ

Bruch'sche Membran

Abbildung 3.1 Hochauflésende Spektral-Domain optische Koharenztomographie (SD-OCT)
Aufnahme eines gesundes rechten Auges eines 30-jahrigen Mannes. (modifiziert nach
Abbildung 3.1., aus Compera, Denise (2015). Schichtforamen und Pseudoforamen der
Makula: hochauflésende optische Kohédrenztomographie und klinischer Verlauf im
retrospektiven Vergleich. Dissertation, LMU Minchen: Medizinische Fakultat).
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Derzeit werden verschiedene Unterformen traktiver Makulopathien diagnostisch voneinander

abgegrenzt. Tabelle 1 gibt einen Uberblick.

Tabelle 1. Auflistung relevanter traktiver Makulopathien mit Spektral-Domain optischer
Kohérenztomographie-Aufnahme und entsprechender Beschreibung.

Diagnose

mit zugehorigem SD-OCT Befund

Beschreibung

Idiopathische epiretinale Gliose

* Idiopathisch nach einer hinteren
Glaskorperabhebung ohne andere
pathologische Verdanderungen

* Priamakuldre Membran (Synonym: epiretinale
Membran, ERM) als eine Ansammlung und
Proliferation von Zellen und Kollagen auf der
vitrealen Seite der inneren Grenzmembran

* ,.Cellophanmakulopathie* (frithe Form) meist
asymptomatisch

* ,Macular pucker* (fortgeschrittene Form)
durch starke exzentrische Traktion mit
Metamorphopsien und Visusminderung

Foveoschisis bei idiopathischer

epiretinaler Gliose

(IERM-Foveoschisis)

* traktive pramakuldre Membran

* Foveoschisis zwischen duflerer nukleédrer
Schicht und innerer Kornerschicht auf Ebene
der Henle Nervenfaserschicht

* Optional: mikrozystische Rdume in der
inneren Kornerschicht, Verdickung der
Netzhaut und Faltenbildung der Netzhaut

12
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* Sonderform der idiopathischen epiretinalen
Gliose

e Primakulidre Membran

Pseudoforamen der Makula

* Steile foveale Kontur

* Normale zentrale foveale Dicke mit erhéhter
parafovealen Dicke ohne Verlust von retinalem
Gewebe

Makulaschichtforamen * Irreguldre foveale Kontur

* foveale Kavitation mit unterminierten fovealen
Réandern

* Vorhandensein eines fovealen Gewebeverlusts

* Optional: pramakuldre Proliferation, Defekt
der ellipsoiden Zone
(Photorezeptorschichtdefekt), zentraler,

fovealer ,,Hocker*

e Klein (<250 pm)

e Mittel (> 250 und <400 um)
*  GroB3 (> 400 pm)

* Mit oder ohne VMT

*  Primér oder sekundar

Idiopathisches durchgreifendes
Makulaforamen

-

(Modifiziert nach Tabelle 1 aus Vogt D, Gandorfer A & Schumann RG. (2022) Epi- und
intraretinale Makulaverdnderungen. In Kampik A, Grehn F & Pleyer U (Hrsg.), Augenéarztliche
Differentialdiagnose. 3. vollstandig Uberarbeitete und erweiterte Auflage, voraussichtliches
Erscheinungsdatum 03.11.2021, Thieme, Stuttgart) sowie erganzt aus Hubschman JP,
Govetto A, Spaide RF, et al. Optical coherence tomography-based consensus definition for
lamellar macular hole. Br J Ophthalmol. 2020 Dec;104(12):1741-1747. Epub 2020 Feb 27.)

Zur Behandlung traktiver Makulopathien ist je nach Schweregrad und Auspridgung eine
mikrochirurgische Intervention mit Entfernung des pramakuldren Gewebes und der ILM von
der Oberfldche der Netzhaut moglich. Das Hauptziel dieses sogenannten ,,Peelings* wiahrend

der Makulachirurgie ist die Losung der bestehenden Traktionen.
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4 Wissenschaftliche Arbeiten

4.1 Pramakulare Membranen bei Makulaschichtforamen und

Pseudoforamen der Makula

Publikationen

(aufsteigend nach Erscheinungsjahr gelistet)

A. Compera D, Entchev E, Haritoglou C, Scheler R, Mayer WJ, Wolf A, Kampik A, Schumann
RG.Lamellar Hole-Associated Epiretinal Proliferation in Comparison to Epiretinal Membranes of
Macular  Pseudoholes. Am J  Ophthalmol. 2015  Aug;160(2):373-384.el.  doi:
10.1016/j.2j0.2015.05.010. Epub 2015 May 15.

B. Compera D, Entchev E, Haritoglou C, Mayer WJ, Hagenau F, Ziada J, Kampik A, Schumann
RG. Correlative Microscopy of Lamellar Hole-Associated Epiretinal Proliferation. J Ophthalmol.
2015;2015:450212. doi: 10.1155/2015/450212. Epub 2015 Sep 3.

C. Compera D, Schumann RG, Cereda MG, Acquistapace A, Lita V, Priglinger SG, Staurenghi G,
Bottoni F. Progression of lamellar hole-associated epiretinal proliferation and retinal changes
during long-term follow-up. Br J Ophthalmol. 2018 Jan;102(1):84-90. doi: 10.1136/bjophthalmol-
2016-310128. Epub 2017 May 25.

D. Schumann RG, Hagenau F, Guenther SR, Wolf A, Priglinger SG, Vogt D. Premacular cell
proliferation profiles in tangential traction vitreo-maculopathies suggest a key role for hyalocytes.

Ophthalmologica. 2019;242(2):106-112. doi: 10.1159/000495853. Epub 2019 Apr 4.

E. Vogt D, Stefanov S, Guenther SR, Hagenau F, Wolf A, Priglinger SG, Schumann RG.
Comparison of vitreomacular interface changes in myopic foveoschisis and idiopathic epiretinal
membrane foveoschisis. Am J  Ophthalmol. 2020 Sep;217:152-161. doi:
10.1016/j.2j0.2020.04.023. Epub 2020 Apr 29.

Arbeit A stellt eine histopathologische Charakterisierung von 25 chirurgisch exzidierten
Préaparaten von pramakuldrem Gewebe und innerer Grenzmembran (ILM) bei 11 Augen mit
Makulaschichtforamen und 14 Augen mit Pseudoforamen der Makula dar. Mittels
Serienschnitttechnik  wurden Flachprdparate fiir immunhistologische, ultrastrukturelle,
interferenz- und phasenkontrastmikroskopische Untersuchungen angefertigt. Die Bewertung

der morphologischen Eigenschaften der zelluldiren Proliferation nach Zellverteilung,
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Zelldichte und zellulirem Phénotyp wurde mit den Befunden der hochauflosenden Spektral-
Domain-OCT (SD-OCT) korreliert. Basierend auf den Daten der SD-OCT wurden in
Arbeit B fiir eine verbesserte topographische Darstellung von zelluldren und extrazelluldren
Komponenten mittels pars plana Vitrektomie mit Peeling gewonnene Praparate von 10 Augen
mit atypischer Makulaschichtforamen-assoziierter pramakulédrer Proliferation fiir die direkte
Korrelation immunzytochemischer und ultrastruktureller Ergebnisse durch kombinierte,
fluoreszenz- und immunelektronenmikroskopische Analyse unter Verwendung eines
Immunonanogold-Partikels (Fluoronangold®) aufgearbeitet. Arbeit C stellt in Ergdnzung
dazu eine klinische, retrospektive SD-OCT basierte Untersuchung von 34 Augen mit
Makulaschichtforamen, welche ausschlieBlich eine atypische Makulaschichtforamen-
assoziierte pramakulédre Proliferation aufweisen, dar. Mittels SD-OCT wurde die Zunahme
der atypischen pramakuldren Proliferation, intraretinale Verdnderungen sowie die zentrale
Netzhautdicke im Zeitverlauf beurteilt und mit klinischen Daten korreliert. In Arbeit D wurde
in einer klinisch-pathologischen Studie das Vorkommen der atypischen priamakulédren
Proliferation mittels Immmunfluoreszenz-/ und Elektronenmikroskopie bei 10 Augen mit
Makulaschichtforamen untersucht und mit anderen, traktiven Makulopathien, die ebenfalls in
der SD-OCT dieses Gewebe zeigten, verglichen. Arbeit E beschreibt immunzytochemisch
und ultrastrukturell die vitreomakuldre Grenzflache der neu definierten Entitdt der iERM-
Foveoschisis (frither Mischform zwischen Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der
Makula) bei 5 operierten Augen im Vergleich zu 5 Augen mit bekannter, myoper
Foveoschisis. Zusitzlich erfolgte eine klinische Korrelation mit gewonnenen Daten aus der

SD-OCT.

4.1.1 Klinischer Hintergrund

Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der Makula zdhlen als nicht-vollstindig
durchgreifende Makuladefekte zur Gruppe der traktiven Makulopathien und wurden
entsprechend biomikroskopischer und histologischer Untersuchungen erstmals von Gass im
Jahr 1975 beschrieben.?’ Sie treten iiberwiegend in der alternden Bevélkerung auf und

beeintrachtigen die betroffenen Patienten durch Visusminderung und Verzerrtsehen.

Die Einfithrung der hochauflosenden SD-OCT im Jahr 2013 erbrachte durch verbesserte
Darstellung der vitreoretinalen Grenzfliche sowie retinaler Schichten eine Anpassung der

Diagnosekriterien fiir Makulaschichtforamen und Pseudoforamen. Anhand dieser wurden
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Makulaschichtforamen definiert durch eine irreguldre foveale Kontur, einen Defekt der
inneren Fovea sowie eine innere Spaltbildung."” Pseudoforamen der Makula stellen eine
Sonderform der epiretinalen Gliose dar und weisen dadurch immer eine traktive pramakulére
Membran auf. Daneben zeigten sie eine steile Kontur der Fovea, eine normale, zentrale

foveale Dicke sowie eine erhdhte, parafoveale Netzhautdicke.'?

Durch die Darstellung feinster morphologischer Details lieBen sich nicht nur entgegen
friherer Annahmen traktive prdmakuldre Membranen bei Makulaschichtforamen

2683 sondern auch mittels hochauflosender SD-OCT eine bisher unbekannte Form

nachweisen,
pramakulidren Gewebes beschreiben.”’ Ein GroBteil der Augen mit Makulaschichtforamen
zeigte neben den bekannten, traktiven pramakuldren Membranen eine homogene atypische
dichte pramakulédre Proliferation. In der SD-OCT lésst sich diese als hypodenses, dicht
aufgelagertes Material darstellen, welches im Gegensatz zur konventionellen, pramakulédren
Membran kaum zelluldre, kontraktile Komponenten aufweist.”’ Diese bisher namenlose, neue
Entitdt wurde als Makulaschichtforamen-assoziierte pramakulédre Proliferation (engl.: lamellar

hole-associated epiretinal proliferation, LHEP) benannt.’**>*® Tabelle 2 zeigt in einer

Ubersicht die wichtigsten Charakteristika der zwei verschiedenen primakuliren Gewebe.

Tabelle 2 Charakteristika pramakuldren Gewebes

Primakulires Gewebe Beschreibung

* Fibrozellulire Ansammlung und Proliferation von
Zellen und extrazelluldrer Kollagenmatrix auf der
vitrealen Seite der inneren Grenzmembran

Priamakuldre Membran

(Synonym: epiretinale Membran,
ERM)

* Hauptzelltyp: Myofibroblasten
Pramakulire Membran * traktive Eigenschaften

* zeigt sich in der SD-OCT als hyperreflektive
diinne Membran
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* homogene atypische dichte Ansammlung und

Atypische dichte pramakulére
Proliferation von Zellen und extrazelluldrer Matrix

Proliferation

auf der vitrealen Seite der inneren Grenzmembran
(Synonym: * Hauptzelltypen: Gliazellen und Hyalozyten
Makulaschichtforamen-

* kaum zellulédre, kontraktile Komponenten
* zeigt sich in der SD-OCT als hypodenses, dicht
aufgelagertes Material

assoziierte pramakulére
Proliferation, LHEP)

atypische dichte
pramakulére Proliferation

Weitere Untersuchungen von Augen mit Makulaschichtforamen zeigten eine positive
Korrelation der Makulaschichtforamen-assoziierten pramakuldren Proliferation nicht nur mit
Photorezeptorschicht-Defekten, sondern auch mit schlechterer Sehschérfe [Schumann RG,
Compera D et al. 2015].°**%* Bisher wurde Makulaschichtforamen ein oft iiber viele Jahre
stabiler Krankheitsverlauf zugeschrieben.””® Zudem konnte gezeigt werden, dass das
Vorkommen dieser atypischen, hyporeflektiven, pramakulédren Proliferation in seltenen Fillen
auch bei anderen, traktiven Makulopathien, wie dem durchgreifenden Makulaforamen oder
dem Macular pucker vorkommt.>*> Die Entwicklung dieser Zellproliferation an der
vitreomakuldren Grenzflache, als auch die pathogenetische Rolle der pramakuldren
Proliferation im Verlauf vitreomakuldrer Erkrankungen gilt nach wie vor als nicht

abschliefend verstanden.

Zuletzt hat das Vorkommen von sich morphologisch nicht deutlich zu einer Entitit
zuordenbaren Formen von Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der Makula erneut zur
Debatte iiber Terminologie und Pathogenese gefiihrt. Durch das Vorhandensein verschiedener
Begriffe wie ,,macular pseudohole with stretched edges* oder ,tractional lamellar macular
hole* in der Literatur fiir dhnliche, morphologische Erscheinungsbilder in der SD-OCT
resultierten Unsicherheiten im therapeutischen Vorgehen.”'* Diese anhaltende Diskussion
iiber Definition und Abgrenzung von Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der Makula
untereinander war Anlass fiir einen im Jahr 2020 erschienenen Konsens fiihrender,
internationaler Retinologen in diesem Gebiet.** Auf Grundlage relevanter Publikationen zu

diesem Thema wurden in diesem aktuellen Review die bestehenden SD-OCT-basierten
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morphologischen Kriterien angepasst und erweitert. Demnach sind Makulaschichtforamen
derzeit klassifiziert durch eine (1) irregulidre foveale Kontur, (2) eine foveale Kavitation mit
unterminierten fovealen Réndern, sowie das (3) Vorhandensein eines fovealen
Gewebeverlusts. Begleitend optional konnen eine (1) prdmakuldre Proliferation, ein (2)
Defekt der ellipsoiden Zone (Photorezeptorschichtdefekt) und ein (3) zentraler, fovealer
,Hocker“ (engl. Foveal bump) vorkommen.** Pseudoforamen der Makula weisen immer eine
(1) traktive pramakuldre Membran mit Aussparung der Fovea, (2) steile foveale Rander und
eine (3) Zunahme der zentralen Netzhautdicke auf. Optional kénnen (1) mikrozystische
Lasionen in der inneren Kornerschicht und eine (2) normale, zentrale Netzhautdicke

vorkommen.**

Hervorzuheben, ist vor allem die Festlegung einer einheitlichen Terminologie und Definition
fiir bisherige, dhnliche, morphologische Erscheinungsbilder, welche als ,,macular pseudohole
with stretched edges oder ,,tractional lamellar macular hole* bezeichnet wurden. Hierfiir
wird fortan die Bezeichnung Foveoschisis bei idiopathischer epiretinaler Membran (engl.
Idiopathic  epiretinal membrane  foveoschisis, iERM-Foveoschisis)  verwendet.*
Charakteristika sind eine (1) prdmakuldre Membran und eine (2) retinale Schisis auf Hohe der
Henle-Schicht. Optionale weitere Kriterien sind (1) mikrozystische Lasionen in der inneren

Kérnerschicht, eine (2) Zunahme der Netzhautdicke und (3) Netzhautfalten.*

Eine erste klinisch-retrospektive Studie unserer Arbeitsgruppe zu diesem Thema zeigte, dass
Patienten mit Pseudoforamen der Makula durch eine Operation mittels pars plana Vitrektomie
mit Peeling der traktiven pramakuldren Membran und ILM postoperativ mehrheitlich durch
einen Anstieg der best-korrigierten Sehschirfe profitieren [Schumann RG, Compera D et al.
2015]. Bei Patienten mit Makulaschichtforamen bestand mehrheitlich auf Grund des langen,
stabilen Krankheitsverlaufes kein operativer Handlungsbedarf [ Schumann RG, Compera D et
al. 2015]. Je nach Morphologie und Art pramakuldren Gewebes in der SD-OCT war bei
einzelnen Augen mit Makulaschichtforamen nach Operation jedoch ein signifikanter
Visusanstieg zu sehen. Ziel der an diese Ergebnisse anschlieBenden Arbeiten A-E war
deshalb, mittels SD-OCT basierten Studien und histo-pathologischen Korrelationen
Merkmale der Makula-Morphologie nicht-vollstandig durchgreifender Makuladefekte zu
beschreiben, pramakuldres Gewebe zu charakterisieren sowie die Ergebnisse mit dem
klinischen Verlauf zu korrelieren. Dies soll helfen eine Entscheidung zur vitreoretinalen

Churirgie zu treffen und individuelle Therapieempfehlungen zu geben.
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4.1.2 Patienten und Methoden

Arbeit A stellt eine klinisch-pathologische Studie von insgesamt 25 chirurgisch exzidierten
Préaparaten von pramakuldrem Gewebe und ILM von 11 Augen mit Makulaschichtforamen
und 14 Augen mit Pseudoforamen dar, die als Flachpriparate in toto mittels
Serienschnitttechnik fiir die Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie, fiir die
immunzytologische Fluoreszenzmikroskopie sowie fuir die
Transmissionselektronenmikroskopie aufgearbeitet wurden. Fiir die klinische Analyse

erfolgte eine Korrelation mit morphologischen Befunden der SD-OCT.

Die 25 untersuchten Préparate wurden als konsekutive Serie von 25 Patienten gewonnen, die
im Zeitraum von Januar 2011 bis Mirz 2013 eine Standard-Pars-Plana-Vitrektomie mit
Peeling von pramakuldrem Gewebe und ILM erhielten. Eingeschlossen wurden ausschlie3lich
Augen, die nach zu diesem Zeitpunkt aktueller SD-OCT Klassifikation von Duker et al., ein
Makulaschichtforamen oder Pseudoforamen aufwiesen." Fiir die klinische Analyse wurden
die Patientenunterlagen auf Alter, Geschlecht, praoperativ und postoperativ best-korrigierter
Visus, Linsenstatus, Follow-up-Zeitraum, sowie das Vorhandensein von Metamorphopsien

tiberpriift.

Mittels SD-OCT wurde vorkommendes, priamakulidres Gewebe in ,.konventionell epiretinale
Membranen®, wenn sie sich als diinne und hyperreflexive Schicht darstellten, und in
»atypische Makulaschichtforamen-assoziierte pramakuldre Proliferation® unterschieden.
Letztes zeigte sich als dicke, hyporeflektive Schicht ohne sichtbare Anzeichen von Traktion.
Zudem wurden vitreomakuldre Adhédsion und der Zustand der hinteren Glaskorperablosung
untersucht. Die Indikation zur Operation erfolgte bei einer Visusminderung von 0.5 oder
schlechter, bei einer Sehschérfenverschlechterung von 2 Zeilen oder mehr, oder auf Grund

einer subjektiven Verschlechterung bzw. dem Vorkommen von Metamorphopsien.

Die chirurgisch gewonnenen Préparate (durchschnittlich 2 Préparate pro Patient) wurden in
einer 2%igen Paraformaldehydlosung fixiert und unter dem Stereomikroskop (MS 5; Leica,
Wetzlar, Deutschland) mit Hilfe von Glaspipetten auf dem Glasobjekttrager in ihrer
maximalen Fldche ausgebreitet. Die Interferenz- und Phasenkontrastmikroskopie erfolgte mit

einem modifizierten Fluoreszenzmikroskop (Leica DM 2500, Wetzlar, Deutschland).

Fir die immunhistologische Untersuchung kamen insgesamt 9 verschiedene, primére
Antikorper zur Anwendung: fiir Gliazellen anti-Glial fibrillic acidic protein [anti-GFAP] und
anti-Vimentin (jeweils DAKO, Hamburg, Deutschland), fiir Myofibroblasten (anti- a-smooth
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muscle actin [anti-a-SMA] (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), fiir
Hyalozyten anti-CD45 und anti-CD64 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland),
fiir Basalmembran-ILM anti-Laminin (DAKO, Hamburg, Deutschland) und fiir extrazellulire
Matrix anti-Kollagen Typ I (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), anti-
Kollagen Typ II und anti-Kollage Typ III (jeweils Biotrend, Ko6ln, Deutschland). Als
sekunddre Antikorper wurden entweder ,,anti-rabbit* Cy2, ,,anti-mouse* Cy3 oder ,,anti-goat*

CyS5 (jeweils Dianova) verwendet.

Die Priparation verlief in folgenden Schritten: Nach Andauen der fixierten Préparate mit
0.1% Pepsin erfolgte eine Inkubation iiber Nacht bei Raumtemperatur mit den priméren
Antikorpern. Die Verdiinnung richtete sich nach den Empfehlungen des Herstellers. Die
sekunddren Antikorper wurden jeweils in einer Verdiinnung von 1:100 fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Bei begrenzter Anzahl der Fluorchrome sowie Antikoérperspezies
wurden Farbekombinationen von maximal 3 verschiedenen Antikdrpern durchgefiihrt. Fiir die
Negativkontrollen wurde der primdre Antikorper in der Prdparationsreihe weggelassen und
durch Verdiinnungen und Isotyp-Kontrollen ersetzt (IgG2a, monoklonaler Maus-Antikorper,
X0934; DAKO, Hamburg, Deutschland; M5409; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland).
In Vorbereitung fiir die Elektronenmikroskopie erfolgte abschlieBend eine S5-miniitige
Postfixierung in einer Glutaraldehyd-Losung (2%). Fiir die Zellkernfiarbung am Flachpriparat
wurde DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindol, AKS-38448; Dianova, Hamburg, Deutschland)
verwendet. Zur fluoreszenzmikroskopischen Fotodokumentation diente eine Digitalkamera

(ProgRes CF; Jenoptik, Jena, Deutschland).

Fiir die elektronenmikroskopische Darstellung wurden alle Proben mit Osmiumtetroxidlosung
(2%) (Daltons Fixierung) nachfixiert und in aufsteigenden Ethanolbddern dehydriert sowie in
das Kunstharz Epon 812 eingebettet. Es folgte die Herstellung von Semidiinnschnitten von
400nm und Ultradiinnschnitten von 60nm und eine anschlieBende Kontrastierung mit
Uranylazetat und Bleizitrat. Die ultrastrukturelle Analyse der Proben erfolgte am Zeiss-

Elektronenmikroskop EM 9 S-2 (Zeiss, Jena, Deutschland).

Bei 5 Augen wurden nicht fiir die Immunzytochemie verwendete Prdparate direkt in
Glutaraldehyd-Losung (4%) fixiert und fiir die Transmissionselektronenmikroskopie

vorbereitet.
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In Arbeit B wurden chirurgisch exzidierte Préparate von 10 Augen mit atypischer
Makulaschichtforamen-assoziierter praimakuldrer Proliferation fiir die direkte Korrelation von
Immunofluoreszenz- und Elektronenmikroskopie unter Verwendung eines Immunonanogold-

Partikels (Fluoronangold®) untersucht.

Eingeschlossen wurden ausschlieflich Augen mit Makulaschichtforamen aus einer
vorangegangen Studie, welche aufgrund eines fortschreitenden Visusverlustes oder der
Schwere der klinischen Symptome operiert wurden und die basierend auf Untersuchungen der
SD-OCT eine atypische Makulaschichtforamen-assoziierte pramakulédrer Proliferation
aufwiesen. Aus den Patientenakten wurden klinische Daten wie Alter, Geschlecht,
Vorgeschichte und best-korrigierte Sehschirfe erfasst. Das operative Vorgehen ist

entsprechend den Ausfithrungen der Arbeit A zu entnehmen.

Die chirurgisch  gewonnenen  Préparate wurden fiir die Interferenz- und
Phasenkontrastmikroskopie sowie fiir die Immunzytologie entsprechend den Schritten, wie
detailliert in Arbeit A geschildert, aufbereitet. Als primdre Antikorper fir die
immunhistologische Untersuchung dienten: fiir Gliazellen anti-Glial fibrillic acidic protein
[anti-GFAP] (DAKO, Hamburg, Deutschland); fiir Hyalozyten anti-CD45 und anti-CD64
(Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland); fiir Myofibroblasten anti-a-smooth
muscle actin [anti-a-SMA] (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland); und fiir die
extrazellulire Matrix anti-Kollagen Typ 1 [anti-col-I], (Santa Cruz Biotechnologie,
Heidelberg, Deutschland) und anti-Kollagen Typ II [anti-col-II], (Biotrend, Koln,
Deutschland). Als sekunddrer Antikorper wurde im Unterschied zu Arbeit A fiir die
korrelative Mikroskopie FluoroNanogold® (Fab-Fragmente, Nanosonden, Yaphank, NY,
USA) verwendet. Fiir die Transmissionselektronenmikroskopie erfolgte eine Inkubation der
Préparate mit einer Goldverstdarkung, bevor die weiteren in Arbeit A dargestellten Schritte

erfolgten.

Arbeit C ist eine klinische Studie von 34 Augen von 30 Patienten mit Makulaschichtforamen,
welche ausschlielich eine atypische Makulaschichtforamen-assoziierte pramakulédre
Proliferation aufweisen. Ziel war eine Korrelation morphologischer Netzhautverdnderungen

mit visueller Funktion wihrend der Langzeitbeobachtung.

Diese Studie entstand in Zusammenarbeit mit einer italienischen Arbeitsgruppe. Aus einer

retrospektiv liberpriiften Serie von 167 Augen von 152 Patienten mit nicht-vollstindig
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durchgreifenden Makuladefekte wurde in diese Analyse ausschlieBlich eine Untergruppe von
34 nicht-operierten Augen eingeschlossen, die mittels SD-OCT (Heidelberg Engineering,
Heidelberg, Germany) sowohl Kriterien von Makulaschichtforamen als auch eine
Makulaschichtforamen-assoziierte pramakulédre Proliferation aufwiesen und im Zeitraum von
Juni 2008 bis Juni 2016 an der Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitdit Miinchen
oder an der Augenklinik der Universitdt Mailand ,,Luigi Sacco* (Italien) untersucht wurden

und tliber einen minimalen Nachbeobachtungszeitraum von 6 Monaten verfiigten.

Unter Beriicksichtigung der zu diesem Zeitpunkt aktuellen Klassifikation wurde die Diagnose
eines Makulaschichtforamens gestellt."”” Die Makulaschichtforamen-assoziierte primakulire
Proliferation wurde definiert als pramakuldres Material mit homogener mittlerer Reflektivitit,
welches ohne kontraktile Eigenschaften der Netzhautoberfldche direkt aufliegt (analog zu den

Vorarbeiten A-B).

Ausgewertet wurde basierend auf Befunden der SD-OCT wu.a. die Fliche der
Makulaschichtforamen-assoziierten pramakuldren Proliferation, die Grofle des Makuladefekts
(minimal und maximal horizontaler Lochdiameter), die zentrale Netzhautdicke, das Auftreten
von Photorezeptorschicht-Defekten und das Vorkommen einer zusédtzlichen traktiven
konventionellen pramakuldren Membran. Die Flache der Makulaschichtforamen-assoziierten
pramakulédren Proliferation wurde manuell mit dem Vermessungswerkzeug der Heidelberg
Engineering Software in starker Vergroferung im zentralen Scan des Makulaforamens durch
die Fovea ausgemessen. Der maximal horizontale Lochdiameter wurde auf der Ebene der
intraretinalen Spaltung im Bereich der Henle-Faserschicht ermittelt und zeigte den grof3ten
Durchmesser im Bereich des Makuladefekts. Der minimal horizontale Lochdiameter wurde
auf der Ebene der ILM gemessen. Die zentrale Netzhautdicke wurde als diinnster vertikaler
Abstand zwischen retinalem Pigmentepithel und dem dinnsten Teil des Makuladefekts
bestimmt. Fiir die klinische Korrelation erfolgte eine Erfassung der Daten der best-

korrigierten Sehschérfe.

Die statistische Auswertung erfolgte mit der IBM SPSS Statistics 23.0 Software (SPSS Inc,
IBM Software Group, Chicago, IL). Dabei wurden Ergebnisse von p < 0.5 als statistisch

signifikant bewertet.

In Arbeit D wurde das Vorkommen der atypischen pramakuldren Proliferation mittels

Immmunfluoreszenz-/ und Elektronenmikroskopie bei 10 Augen mit Makulaschichtforamen
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untersucht und mit anderen, traktiven Makulopathien verglichen, die ebenfalls in der SD-OCT

dieses Gewebe zeigten.

In diese klinisch-pathologische Korrelation wurden 4 Augen mit Makulaschichtforamen, 3
Augen mit durchgreifendem Makulaforamen und 3 Augen mit Macular pucker
eingeschlossen, bei denen sich mittels SD-OCT eine homogene und hyporeflektive Schicht
von pramakuldren Gewebe ohne Anhalt einer Traktion nachweisen lies. Alle untersuchten
Augen erhielten zwischen April 2015 und April 2016 eine Vitrektomie mit Peeling
pramakuldren Gewebes sowie innerer Grenzmembran. Das detaillierte operative Vorgehen ist

den Erldauterungen der Arbeit A zu entnehmen.

Die chirurgisch gewonnenen Priaparate wurden als Flachschnittpriaparate fiir die Interferenz-
und Phasenkontrastmikroskopie sowie fiir die Immunzytologie entsprechend den Schritten,
wie in Arbeit A geschildert, aufbereitet. Als primédre Antikorper fiir die immunhistologische
Untersuchung dienten: fiir Gliazellen anti-Glial fibrillic acidic protein [anti-GFAP] (Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland); fir Hyalozyten anti-CD45 und anti-CD64
(jeweils Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland); fiir Myofibroblasten anti-a-
smooth muscle actin [anti-a-SMA] (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland); fiir
Makrophagen anti-CD68 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland); fiir
Makrogliazellen anti-Vimentin (DAKO, Hamburg, Deutschland); fiir Miiller-Zellen anti-
Gluthamine synthethase [anti-GS] (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) und anti-C-
Retinaldehyde binding protein [anti-CRALBP] (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland); fiir retinale Ganglionzellen anti-Melanopsin (Genetex Biozol, Eching,
Deutschland); und zur Melanozyten-Differenzierung anti-Melan-A (DAKO, Hamburg,
Germany). AnschlieBend wurden alle Priparate fiir die Elektronenmikroskopie aufbereitet.

Die genauen Arbeitsschritte hierfiir wurden ebenfalls bereits in Arbeit A vorgestellt.

Arbeit E ist eine klinisch-pathologische Studie, in der immunzytochemisch und
ultrastrukturell die vitreomakuldre Grenzfliche der neu definierten Entitdt der iERM-
Foveoschisis bei 5 operierten Augen im Vergleich zu 5 Augen mit bekannter myoper
Foveoschisis untersucht und mit dem klinischen Verlauf und morphologischen

Charakteristika in der SD-OCT verglichen wird.

Die chirurgisch exzidierten Prdparate wurden mittels pars plana Vitrektomie mit Peeling

pramakuldren Gewebes und ILM gewonnen und anschlieend als Flachschnittpriaparate fiir
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die Phasenkontrast-/ Interferenz-/ und Fluoreszenzmikroskopie sowie als Ultradiinnschnitte
fiir die Transmissionselektronenmikroskopie aufgearbeitet. Eine OP-Indikation wurde bei
Verschlechterung der best-korrigierten Sehschérfe, bei Verschlechterung der Lebensqualitit
und bei Vorhandensein von Metamorphopsien gestellt. Die vorliegenden SD-OCT Befunde
wurden prioperativ und zu verschiedenen Zeitpunkten der Nachbeobachtung ausgewertet. Zur
klinischen Korrelation wurden demographische Daten erfasst und die BCVA dokumentiert.
Fir die Immunzytochemie sind die genauen Vorgehensweisen in Arbeit A bereits genauer
beschrieben. Es wurden folgende primédre Antikorper verwendet: fiir Gliazellen anti-Glial
fibrillic acidic protein [anti-GFAP] (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland); fiir
Hyalozyten anti-CD45 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) und fiir
Mikrogliazellen anti-IBA (WAKO, Neuss, Deutschland). AnschlieBend erfolgte eine
Vorbereitung der Priparate fiir die Transmissionselektronenmikroskopie wie bereits in Arbeit

A beschrieben.

4.1.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Arbeiten A-C zeigen, dass funktionelle und morphologische
Unterschiede zwischen Makulaschichtforamen und Pseudoforamen bestehen. Morphologisch
bestehen Unterschiede in Vorkommen und Erscheinung des pramakuldren Gewebes (Arbeit
A und B). In typisch traktiven pramakuldren Membranen der Pseudoforamen finden sich als
vorherrschender Zelltyp iiberwiegend traktive anti-a-SMA positive Myofibroblasten. Im
hyporeflektiven Makulaschichtforamen-assoziierten pramakuldren Gewebe (atypische
pramakuldre Zellproliferation) fanden sich immunzytochemisch wund ultrastrukturell
Hyalozyten und Gliazellen. Mittels Analyse der hochauflosenden SD-OCT zeigen sich bei
Vorkommen der Makulaschichtforamen-assoziierten pramakuldren Proliferation signifikant
haufiger Defekte in der Photorezeptorschicht (Ellipsoid zone) und eine Zunahme der maximal
gemessenen intraretinalen Spaltbildung im Zweitverlauf, welche jeweils mit einer
schlechteren, best-korrigierten Sehschirfe korrelieren. Darliberhinaus ldsst sich eine
Korrelation der Zunahme der Fldche mit Zunahme der maximalen, intraretinalen Spaltbildung
(Arbeit C) nachweisen. Aber auch beim durchgreifenden Makulaforamen und Macular
pucker findet sich selten eine atypische pramakuldre Zellproliferation, die unabhingig von der
Diagnose klinisch-pathologisch eine &dhnliche Zusammensetzung zeigt (Arbeit D). Die

Untersuchung der iERM-Foveoschisis im Vergleich zur myopen Foveoschisis zeigt, dass
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pramakulédres Gewebe bei beiden Entitdten eine fibrozelluldre Zellzusammensetzung aufweist,
sich aber nur bei Augen mit hoher Myopie ultrastrukturelle Verdnderungen der ILM

nachweisen lassen (Arbeit E) .

In Arbeit A demonstrierte die immunzytochemische und ultrastrukturelle Analyse von 25
chirurgisch exzidierten Praparaten von pramakuldren Membranen und ILM von 11 Augen mit
Makulaschichtforamen und 14 Augen mit Pseudoforamen, dass Unterschiede zwischen
Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der Makula hinsichtlich der Morphologie sowie

der Ultrastruktur bestehen.

Mittels SD-OCT zeigten sich zwei Formen pramakuldren Gewebes, dessen Vorkommen sich
bei Makulaschichtforamen und Pseudoforamen unterscheidet. Be1 Makulaschichtforamen
zeigte sich in 27% (3 von 11 Augen) eine ,,atypische Makulaschichtforamen-assoziierte
pramakulére Proliferation® sowie in 27% (3 von 11 Augen) eine ,.konventionelle epiretinale
Membran®. Die tibrigen 46% (5 von 11 Augen) zeigten eine Kombination beider Formen. Im
Gegensatz dazu wiesen alle Pseudoforamen (100%) eine ,,.konventionelle epiretinale
Membran* auf. Eine ,,atypische Makulaschichtforamen-assoziierte praimakuldre Proliferation
fand sich nicht bei Pseudoforamen. Die Tabelle 3 zeigt die Antigen-Expression bei

Makulaschichtforamen und Pseudoforamen im Vergleich.

Tabelle 3 Priméare Antikérper fir die immunhistologischen Untersuchungen von Arbeit A
sowie Antigenprasentation der Zellen im Flachpraparat von pramakuldrem Gewebe und
innerer Grenzmembran (ILM) bei Augen mit Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der
Makula. (+ stark positiv; + positiv, (+) wenig, - negativ)

Nr. Priméarer Antikérper Zielstruktur Antigen Expression in
Anti- .
Makulaschichtforamen Pseudoforamen
(n =11 Augen) (n =14 Augen)
1 Glial fibrillic acidic Intermediar-Filamente der ++ +
protein (GFAP) Gliazellen
2 Vimentin Gliazellen (Mdller-Zellen, ++ (+)
Astrozyten)
3 a-smooth muscle actin Intrazellulare Aktin (+) ++
Filamente der
(a-SMA) Myofibroblasten
4 CD45 Hyalozyten ++ +
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5 CD64 Hyalozyten ++ +
6 Laminin Basalmembran-ILM ++ ++
7 Kollagen Typ | Neugebildetes Kollagen ++ +
8 Kollagen Typ Il Glaskdrper-Kollagen + (+)
9 Kollagen Typ Il Extrazellulare Matrix ++ (+)

Bei Makulaschichtforamen dominierten GFAP-positive sowie CD45- und CD64-positive
Zellen (Abbildung 4.1A Mitte links und Mitte rechts). Daneben fanden sich positive Zellen
fiir Kollagen Typ I und Kollagen Typ III. Zudem konnten bisher noch nicht beschriebene Co-
Lokalisationen von jeweils GFAP mit CD64, Kollagen Typ I und Kollagen Typ II
beschrieben werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich in den zellreichen ,.konventionellen
epiretinalen Membranen* der Pseudoforamen eine stark positive Anfirbung von
glattmuskuldrem Aktin (a-SMA) als Marker fiir Myofibroblasten-artige Transdifferenzierung
(Abbildung 4.1B Mitte links). Zellen fiir GFAP, Kollagen Typ I und Kollagen Typ II zeigten
sich ebenfalls positiv (Abbildung 4.1B Mitte rechts).

Elektronenmikroskopisch lie3 sich in allen untersuchten Augen der Pseudoforamen und in
82% (9 von 11 Augen) der Makulaschichtforamen die innere Grenzmembran (ILM)
darstellen. In der ,,atypischen Makulaschichtforamen-assoziierten praimakuldren Proliferation®
der Makulaschichtforamen zeigten sich dicht gepackte Zellproliferationen in denen
Fibroblasten und Hyalozyten dominierten, welche sich meist als Zellagglomeraten
prasentierten (Abbildung 4.1A Unten links und Unten rechts). In der extrazelluldren Matrix
zeigte sich iiberwiegend in dichten Strangen angeordnetes Glaskorperkollagen. Traktive
Myofibroblasten fanden sich nur vereinzelt. Demgegeniiber fanden sich in ,,konventionellen
epiretinalen Membranen der Pseudoforamen im Glaskorperkollagen vorliegende dicht
gepackte mehrschichtige Zellverbiande, die sich iiberwiegend aus Myofibroblasten
zusammensetzten (Abbildung 4.1B Unten links). Zudem zeigten sich fibrilldre Prizipitate,
»fibrous long-spacing collagen* (FLSC) genannt, welche im Zusammenhang mit Abbau und

Umbau von Kollagen stehen (Abbildung 4.1B Unten rechts).
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P/Iakulaschichtforamen

Anti-CD64 Anti-GFAP
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Abbildung 4.1 (A) Makulaschichtforamen mit ,atypischer Makulaschichtforamen-
assoziierten pramakularen Proliferation (LHEP): (Oben links, oben rechts) Spektral-Domain
optische Koharenztomographie Aufnahme einer 70-jahrigen weiblichen Patientin mit
Makulaschichtforamen und LHEP (Pfeilspitzen); (Mitte links) Positive Immunreaktivitat des
Hyalozytenmarkers anti-CD64 (rot) in Darstellung mit der Zellkernfarbung 4°,6-Diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (blau); (Mitte rechts) Positive Immunreaktivitat des Gliazellmarkers anti-
GFAP (grin) in Darstellung mit der DAPI-Zellkernfarbung (blau); (Unten links) Die
Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der LHEP zeigt eine dicht gepackte
Zellproliferation von Fibroblasten und Hyalozyten. (Unten rechts) Die Detail-Aufnahme des
dargestellten Rechtecks aus der Abbildung unten links zeigt Fibroblasten, welche durch ein
reichlich vorhandenes raues endoplasmatisches Retikulum (schwarzer Pfeil) gekennzeichnet
sind.

(Originalvergréferung: (Mitte links) x100; (Mitte rechts) x400; (Unten links) x3000, (Unten
rechts) x120 000)

(B) Pseudoforamen der Makula mit ,konventioneller epiretinaler Membran“ (ERM): (Oben
links, oben rechts) Spektral-Domain optische Koharenztomographie Aufnahme eines 72-
jahrigen mannlichen Patienten mit Pseudoforamen und ERM (weil3er Pfeil); (Mitte links)
Immunmarkierung und Zellkernfarbung (blau) zeigen positive Immunreaktivitat fir den
Myofibroblasten-Zellmarker anti-a-smooth muscle actin (anti-a-SMA) (rot) und (Mitte rechts)
positive Immunreaktivitdt fir den Gliazellmarker anti-GFAP (grin). (Unten links) In der
Transmissionselektronenmikroskopie zeigt sich ein dicht gepackter mehrschichtiger
Zellverband mit Myofibroblasten auf nativem Glaskollagen auf der vitrealen Seite der inneren
Grenzmembran (Sternchen). (Unten rechts) Transmissionselektronenmikroskopische
Aufnahme eines Myofibroblasten, der auf einem dicken Glaskérper-Kollagenstrang mit
eingebetteten fibrillaren Prazipitaten (Pfeil, Detail) liegt.

(Originalvergréferung: (Mitte links, Mitte rechts) x100; (Unten links) x3000; (Unten rechts)
x4400)
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In Arbeit B zeigte sich gemidB den Einschlusskriterien bei allen 10 Augen mit
Makulaschichtforamen eine Makulaschichtforamen-assoziierte pramakulére Proliferation. Die
Ergebnisse der korrelativen Mikroskopie offenbarten eine positive Immunreaktivitit des
Gliazellmarkers anti-GFAP sowie der Hyalozytenmarkern anti-CD45 und anti-CD64 in allen
Préaparaten (siche Abbildung 4.2). Zudem zeigten sich die Marker fiir Kollagen Typ I und
Kollagen Typ II haufig positiv (siche Abbildung 4.2). Ko-lokalisationen bestanden zwischen
anti-GFAP und anti-CD45 sowie zwischen anti-GFAP und anti-Kollagen Typ 1.

| int.i—f:D45 anti-CD64
anti-GFAP anti-col-I
a"t-“-SMAamoo"
anti-cy2 anti-lgG2a

Abbildung 4.2 Interferenzmikroskopie, Zellkernfarbung mit 4°,6-Diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (blau) und immunzytochemische Farbung der Makulaschichtforamen-assoziierten
epiretinalen Proliferation (LHEP) von Augen mit Makulaschichtforamen. (A) Positive
Immunmarkierung mit den Hyalozytenmarkern anti-CD45 (rot) und anti-CD64 (rot) (B)
Positives Immunostaining von anti-GFAP (griin) und anti-Kollagen Typ | (anti-col-l) (rot). (C)
Immunmarkierung mit anti-a-SMA) (rot) und anti-Kollagen Typ Il (anti-col-ll) (rot). (D)
Negativkontrollprobe mit positiver Zellkernfarbung, aber keiner spezifischen Immunreaktivitat
der Zellproliferation.

(Originalvergréferung: (A) x400; (B) x100; (C-D) x400)

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie lies sich die innere Grenzmembran (ILM) in 8
von 10 Augen (80%) darstellen. In der Makulaschichtforamen-assoziierten pramakulidren
Proliferation wurden Fibroblasten und Hyalozyten als Hauptzelltypen identifiziert (siche
Abbildung 4.3). Myofibroblasten fanden sich in nur einzelnen Préparaten. Daneben stellte

sich natives Glaskorperkollagen (NVC) neben neugebildetem Kollagen (NFC) als
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vorherrschender Kollagentyp dar, in welchem gelegentlich fibrilldre Prizipitate gefunden

wurde.

Abbildung 4.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der
Makulaschichtforamen-assoziierten epiretinalen Proliferation (LHEP) unter Verwendung
eines Immunonanogold-Partikels (Fluoronangold®). (A) Dichte Zellagglomeration von
Fibroblasten und Hyalozyten, welche auf einem dicken Glaskérperkollagenstrang (Pfeil)
liegen. (B) Innere Grenzmembran (Sternchen) mit feinen Glaskérperkollagenablagerungen
(Pfeil) und dinnen Zellausldufern auf der vitrealen Seite. (C, D) Natives Glaskdrperkollagen
(Pfeil) mit GFAP-positiven Fibroblasten, wie die Immunonanogoldfarbung (Pfeilspitze) zeigt.
(E) Die kleinen schwarzen Punkte (Pfeil) stellen Immunonanogold-Partikel dar, die Kollagen
Typ Il des Glaskoérperkollagens farben. (F) Die Negativkontrolle zeigt eine dichte epiretinale
Zellproliferation von fibroblastenartigen Zellen.

(Originalvergréferung: (A) x3.000; (B) x4.400; (C, F) x7.500; (D) x18.000; (E) x55.000)
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In Arbeit C zeigte sich bei den eingeschlossenen 34 Augen mit Makulaschichtforamen und
Makulaschichtforamen-assoziierter pramakuldrer Proliferation eine Zunahme der Flédche
dieser Proliferation iiber einen durchschnittlichen Nachbeobachtungszeitraum von
40.5 Monaten (Wilcoxon Test, P < 0.001) (siche Abbildung 4.4A). Zudem zeigte sich im
Zeitverlauf eine signifikante Zunahme des minimalen und maximalen Lochdurchmessers
(Wilcoxon Test, minimaler horizontaler Lochdiameter P < 0.03; maximaler horizontaler
Lochdiameter P < 0.004) (siche Abbildung 4.4B). Hierbei korrelierte die Zunahme der
Flache der Makulaschichtforamen-assoziierten pramakuldren Proliferation signifikant mit der
Zunahme des maximalen horizontalen Lochdiameters (Pearson’s, r = 0.417, P = 0.015,
Spearman’s rho, r = 0.355, P = 0.040). Dariiberhinaus korrelierten die Zunahme des
maximalen horizontalen Lochdiameters und das Vorkommen von
Photorezeptorschichtdefekten mit einer schlechteren best-korrigierten Sehschirfe (maximaler
horizontaler Lochdiameter Spearman’s rho, r=0.379, p=0.027; Mann-Whitney U test
P =0.027; Photorezeptorschichtdefekte Mann-Whitney U test, P < 0.02) (siche Abbildung
4.4C). Die zentrale Netzhautdicke zeigte sich im Zeitverlauf nicht signifikant abnehmend
(Wilcoxon Test, P = 0.07). Eine zusétzliche traktive konventionelle pramakuldre Membran

mit retinalen Falten wurde bei der Hilfte der Augen (50%, 17 von 34 Augen) demonstriert.
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Abbildung 4.4 (A) Die beiden Boxplots zeigen die Flache der Makulaschichtforamen-
assoziierten epiretinalen Proliferation (LHEP) von Augen mit Makulaschichtforamen bei
Erstvorstellung (baseline) und zum Zeitpunkt der letzten Nachbeobachtung (last follow-up)
dar. Die Zunahme der LHEP-Flache zwischen baseline und letztem Follow-up war statistisch
signifikant (Wilcoxon-Test, P < 0,001). (B) Die beiden Boxplots zeigen den maximalen
horizontalen Lochdiameter, gemessen auf Héhe der intraretinalen Spaltbildung des Defekts
bei Erstvorstellung (baseline) und zum Zeitpunkt der letzten Nachuntersuchung (last follow-
up). Es zeigte sich eine signifikante Zunahme des maximalen horizontalen Loch-Diameters
im  Nachbeobachtungszeitraum (Wilcoxon-Test, P < 0,004). (C) Die Boxplots
veranschaulichen den Zusammenhang zwischen best-korrigierter Sehscharfe (BCVA) und
maximalem horizontalen Loch-Diameter bei Erstvorstellung und zum Zeitpunkt des letzten
Follow-ups. Die Patienten wurden in drei Gruppen eingeteilt: diejenigen, die wahrend der
Nachbeobachtung eine Verschlechterung der BCVA zeigten; diejenigen, die eine stabile
BCVA hatten und jene, die im Nachbeobachtungszeitraum einen Anstieg der BCVA
aufwiesen. Die Werte des maximalen horizontalen Loch-Diameters wurden aus der Differenz
zwischen der Werte von letztem Follow-up und Erstvorstellung berechnet und sind auf der y-
Achse angezeigt. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Abnahme der
BCVA und der Zunahme des maximalen horizontalen Loch-Diameters sowie zwischen
Zunahme des BCVA und Abnahme des maximalen horizontalen Loch-Diameters (Mann
Whitney Test, P = 0,027).
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In Arbeit D zeigte sich bei allen untersuchten Augen eine atypische pridmakuldre
Proliferation, welche sich in der SD-OCT als eine dicke, isoreflektive Schicht darstellte und
iiberwiegend am Rand der Fovea lokalisiert werden konnte. Zusétzlich konnte in der SD-OCT
bei allen Augen eine traktive pramakuldre Membran gefunden werden, welche in Form von
Netzhautfalten tangentiale Traktion auf untere Netzhautschichten ausiibte und sich direkt in
unmittelbarer Nachbarschaft befand. Die Analyse der Flachschnittpriparate unter dem
Fluoreszenzmikroskop erbrachte positive autofluoreszierende Granula bei Cy2 (Emission:
503 nm; Wellenldnge 489 nm) und bei Cy3 (Emission: 562 nm; Wellenldnge 549 nm) als
auch bei Cy5 (Emission: 664 nm; Wellenlinge 646 nm) unabhingig von der
Krankheitsentitdt. Die Anti-Vimentin und Anti-GS Féarbungen waren stark positiv, ebenso wie
anti-GFAP Farbungen. Positive Immunfirbungen fiir anti-CRALBP und fiir die Hyalozyten-
Zellmarker anti-CD45 und anti-CD64 wurden ebenfalls in allen Augen nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu war der Myofibroblastenmarker anti-a-SMA selten positiv. Ultrastrukturell
zeigte die pramakuldre Proliferation unabhidngig von der bestehenden Diagnose eine
identische, dicht gepackte Zellzusammensetzung und Zellcharakteristik im Sinne eines
einheitlichen  Zell-Phdnotyps mit &hnlichen, intrazelluldiren glialen Merkmalen.
Myofibroblasten fanden sich nicht. In der umgebenen, extrazelluldren Matrix wurde natives
Glaskorperkollagen als Hauptkollagentyp identifiziert. Im nativen Glaskorperkollagen wurden
in einigen Proben fibrilldre Prazipitate (engl. FLSC) gefunden. Die ILM wies typische
Basalmembrancharakteristika auf und wurde in 8 von 10 Préparaten gesehen. Die Mehrheit
der Prdparate zeigte neben der prdmakuldren Proliferation auch Anteile einer traktiven
pramakuldren Membran, wie in Abbildung 4.5 dargestellt. Oft waren beide Schichten

miteinander verbunden und als Doppelschichten von Zellproliferationen zu sehen.
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Abbildung 4.5 Das pramakuldre Gewebe prasentiert sich als zweischichtiger Komplex von
sowohl atypischer pramakuldrer Proliferation als auch traktiver pramakulérer (epiretinaler)
Membran. a Interferenzmikroskopie (in Kombination mit DAPI-Zellkernfarbung) der
Flachschnittpraparation der pramakularen Proliferation (Sternchen) und der traktiven
prédmakuléren Membran (Bereich zwischen den Pfeilspitzen). b
Transmissionselektronenmikroskopie Aufnahmen mit Darstellung der pramakularen
Proliferation (Sternchen) und der traktiven pramakularen Membran (Pfeilspitzen), die das
Glaskorperkollagen umschliefien (Pfeil). ¢ Gleicher Bereich wie im unteren Rechteck von b,
welches die nicht-traktive pramakulare Proliferation (Sternchen) bei héherer Vergrofierung
darstellt. d Gleicher Bereich wie im oberen Rechteck von b, welches die traktive pramakulare
Membran mit Hyalozyten (Pfeilképfe) und dazwischenliegendem Glaskdrperkollagen (Pfeil)
bei hdherer Vergrélierung zeigt.

(Originalvergréferung: a, ¢ x100; b x20.000; d x20.000)

In Arbeit E =zeigte die immunzytochemische wund elektronenmikroskopische
Charakterisierung der Augen mit iERM-Foveoschisis und myoper Foveoschisis eine positive
Reaktion auf anti-a-SMA, anti-IBA1 und anti-GFAP in allen Priparaten. Ultrastrukturell
fanden sich bei beiden Entitdten an zelluldren Bestandteilen Myofibroblasten-dhnliche Zellen,
Fibroblasten und Hyalozyten (siche Abbildung 4.6) Auch Kollagenstrange kamen als natives
Glaskorperkollagen oder als neu synthetisiertes Kollagen zur Darstellung ebenso wie fibrilldre

Kollagenprézipitate. In Augen mit iERM-Foveoschisis zeigte sich die ILM mit einer
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reguldren Struktur. Nur in Augen mit myoper Foveoschisis stellte sich die ILM im
Ultradiinnschnitt partiell rarefiziert und an der retinalen Seite stark zerkliiftet dar.
Dariiberhinaus zeigten sich nur bei einigen Prdparaten der myopen Foveoschisis grofle

retinale Zellfragmente und Anteile der retinalen Nervenfaserschicht an der ILM.

Abbildung 4.6 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Patienten mit (A-D)
myoper Foveoschisis (mFS) und (G-J) Foveoschisis bei idiopathischer epiretinaler Membran
(iIERM-FS). (A) Innere Grenzmembran (ILM) (Sternchen). (B) Glaskdrperkollagenstrange
(Pfeil) und fibrillare Kollagenpréazipitate (FLSC) (Pfeilspitze). (C) Vergréfierung von FLSC. (D)
Myofibroblastendhnliche Zelle (Stern). (E) Fibroblast (Stern). (F) Mehrschichtige
fibrozellulare Zellkomposition und ILM (Stern). (G) Myofibroblasten-adhnliche Zellen (4-
zackiger Stern) bei Augen mit iERM-Foveoschisis, die auf dicken Kollagenstrangen (Pfeil) zu
finden sind, welche einer ILM aufliegen (Stern). (H) ILM (Sternchen) eingebettet in
Glaskorperkollagen (Pfeil) (1) FLSC (Pfeilspitze) und Glaskdrperkollagen (Pfeil). (J)
VergréRerung von FLSC. (K, L) Hyalozyt (Stern) neben Glaskdrperkollagenstrangen.
(Originalvergréferungen: A, F, G: x300; B, E, I, L: x1200; C, F, K: x7000; D, J: x20 000; H:
x4500)

4.1.4 Diskussion

Die ausgewdhlten Arbeiten A-C verdeutlichen, dass sich Makulaschichtforamen und
Pseudoforamen der Makula sowohl funktionell als auch morphologisch voneinander
unterscheiden. Insbesondere das Vorkommen unterschiedlicher Formen pramakulidren
Gewebes ldsst vermuten, dass Unterschiede in der Pathogenese in Bezug auf reaktiv
kontraktile oder atrophisch degenerative Prozesse bestehen. Dariiberhinaus finden sich aber

auch Ahnlichkeiten in Bezug auf Vorkommen und Charakteristika des primakuliren
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Gewebes bei Makulaschichtforamen und Pseudoforamen zu anderen traktiven Makulopathien
(Arbeit D-E). Dies hat im Hinblick auf das operativ therapeutische Vorgehen eine grofie

klinische Relevanz.

Das Erscheinungsbild pramakuldren Gewebes in der hochauflosenden SD-OCT zeigte sich im
Einklang mit immunhistologischen und ultrastrukturellen Eigenschaften. Pseudoforamen
weisen definitionsgemél typisch traktive, pramakuldre Membranen mit deutlich traktiver
Komponente und assoziierten Netzhautfalten auf, die sich durch eine fibrozelluldre
Ansammlung von Myofibroblasten und extrazelluldirer Kollagenmatrix auszeichnen. Die
hyporetlektive Makulaschichtforamen-assoziierte pramakuldre Proliferation ist durch eine
zellarmere Zellzusammensetzung charakterisiert, die mit einer kaum traktiven Komponente
einhergeht. Zudem wurde gezeigt, dass das Vorkommen dieser Proliferation bei
Makulaschichtforamen mit Defekten &dullerer Netzhautschichten, einer zunehmenden,

intraretinalen Spaltbildung sowie mit einer schlechteren Sehschirfe assoziiert ist.

Die Herkunft der Makulaschichtforamen-assoziierten pramakuldren Proliferation wird
unterschiedlich diskutiert. Den histopathologischen Untersuchungen dieser Arbeiten zu folge,
handelt es sich um abgewandeltes Gewebe der Glaskorperrinde. In dieses kollagenolytisch
verdnderte Glaskorper-Material eingelagert, finden sich migrierende Gliazellen und
Hyalozyten, welche extrazellulires Material produzieren konnen, aber keine kontraktilen
Merkmale aufweisen. Dies konnte die individuell unterschiedliche Zunahme der Proliferation
im klinischen Verlauf erkldren. Diese These wird durch einen bereits publizierten Fallbericht
einer De-novo Entstehung eines Makulaschichtforamens unterstrichen. Dieser zeigt die
zeitliche Abfolge des neu aufgetretenen Makuladefekts und die Entwicklung einer
pramakuldren Zellproliferation in Verbindung mit einer inkompletten, hinteren
Glaskorperabhebung [Compera et al. Retina Brief Case Rep 2018]. Daneben wird vermutet,
dass migrierende und proliferierende Miiller-Zellen aus mittleren und duBeren
Netzhautschichten in der Pathogenese von grofer Bedeutung sind.***° Durch den
auftretenden Makuladefekt konnten Miiller-Zellen zur Unterstiitzung des Heilungsprozesses

zur Proliferation angeregt werden und folglich zur vitreomakuldren Grenzfliche wandern.

Auch der Vergleich von pramakulirem Gewebe bei Makulaschichtforamen und
Pseudoforamen sowie der neu definierten iERM-Foveoschisis mit anderen traktiven
Makulopathien betont die Wichtigkeit der hinteren Glaskorperabhebung in der Pathogenese
der traktiven Makulopathien. Insbesondere die histologischen Ergebnisse der Arbeit E heben
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in diesem Zusammenhang die Relevanz der kompletten Entfernung traktiver Komponenten
pramakuldren Gewebes an der vitreoretinalen Grenzfliche im Rahmen einer operativen

Behandlung hervor.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Unterscheidung und Abgrenzung von
Makulaschichtforamen und Pseudoformen der Makula gegeneinander trotz verbesserter
Darstellbarkeit pramakuldren Gewebes weiterhin von hoher klinischer und therapeutischer
Relevanz ist. Da Augen mit Pseudoforamen und mit iERM-Foveoschisis postoperativ ein
funktionell besseres Ergebnis erzielen als Augen mit Makulaschichtforamen, ist bei diesen
Patienten eine Therapieempfehlung zur Vitrektomie mit Membran-Peeling gegeben. Diese
sollte insbesondere bei individueller, subjektiver Beeintrachtigung wie Verzerrtsehen oder
Visusverlust frithzeitig ausgesprochen werden. Bei Makulaschichtforamen wird die
Operationsindikation eher zuriickhaltend gestellt. Bei Patienten mit Makulaschichtforamen
und relativ gutem Visus, geringer subjektiver Einschrankung im tdglichen Leben sowie
fehlenden, traktiven Komponenten in der SD-OCT kann mit einem operativen Eingriff

zunéchst zugewartet werden.

Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass die Ergebnisse der hier durchgefiihrten klinisch-
pathologischen Studien zu diesem Themengebiet wesentlich dazu beigetragen haben, den
klinischen Verlauf und die Morphologie in Hinblick auf Vorkommen und Charakteristika von
pramakuldrem Gewebe bei Makulaschichtforamen und Pseudoforamen darzustellen. Zudem
lieferten sie wichtige Hinweise zur Pathogenese traktiver Makulopathien und ermdoglichten
dadurch therapeutische Behandlungsempfehlungen wie oben beschrieben abzuleiten. Auch
zur Festlegung der aktuell giiltigen international akzeptierten SD-OCT Klassifikation nicht-
vollstandig durchgreifender Makuladefekte haben die Ergebnisse dieser Arbeiten einen

wichtigen Beitrag geleistet.
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4.2 Pramakuldare Membranen bei idiopathischem Macular Pucker,
proliferativer Vitreoretinopathie und durchgreifendem

Makulaforamen

Publikationen

(aufsteigend nach Erscheinungsjahr gelistet)

F. Vogt D, Vielmuth F, Wertheimer C, Hagenau F, Guenther SR, Wolf A, Spindler V, Priglinger SG,
Schumann RG. Premacular membranes in tissue culture. Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol. 2018

Sep;256(9):1589-1597. doi: 10.1007/s00417-018-4033-6. Epub 2018 Jun 21.

G. Guenther SR, Schumann RG, Hagenau F, Wolf A, Priglinger SG, Vogt D. Comparison of
surgically excised premacular membranes in eyes with macular pucker and proliferative
vitreoretinopathy. Curr Eye Res. 2019 Mar;44(3):341-349. doi: 10.1080/02713683.2018.1542006.
Epub 2019 Jan 9.

H. Vogt D, Haritoglou C, Mautone L, Hagenau F, Guenther SR, Wolf A, Priglinger SG, Schumann
RG. Premacular cells as source of neurotrophic factors in idiopathic macular holes. Curr Eye Res.

2020 Nov;45(11):1395-1402. doi: 10.1080/02713683.2020.1752389. Epub 2020 May 12.

Die hier vorgestellten Arbeiten F-G befassen sich mit den kontraktilen Komponenten
pramakuldrer Membranen bei idiopathischem Macular pucker und bei proliferativer
Vitreoretinopathie. In Arbeit H wurden schwerpunktmafig neurotrophe Wachstumsfaktoren

beim groBlen durchgreifenden Makulaforamen untersucht.

In Arbeit F erfolgte die Kultivierung pramakuldrer Membranen von 16 Augen mit
idiopathischem Macular pucker mittels Etablierung eines von uns erarbeiteten
Traktionsmodells. Dabei wurden morphologische und ultrastrukturelle Eigenschaften
untersucht und mit 16 nicht-kultivierten, primakuldren Membranen verglichen. Die Arbeit G
stellt einen morphologischen und ultrastrukturellen Vergleich 28 chirurgisch exzidierter,
pramakuldrer Membranen von 16 Augen mit idiopathischem Macular pucker und 12 Augen
mit proliferativer Vitreoretinopathie dar. Die Untersuchung neuer, Fibrose-hemmender
Marker in der Immunzytochemie war dabei von besonderem Interesse. Arbeit H beschreibt
das Vorkommen neurotropher Wachstumstaktoren und histopathologische Charakteristika der
vitreomakuldren Grenzfliche bei 24 Augen mit groem idiopathischen durchgreifenden

Makulaforamen mit einem Durchmesser von mehr als 400 pum.
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4.2.1 Klinischer Hintergrund

Die Erkrankung des idiopathischen Macular puckers bezeichnet eine fortgeschrittene Form
der epiretinalen Gliose. Per definitionem weisen Augen mit Macular pucker eine primére,
fibrozellulire pramakulire Membran im Bereich der vitreoretinalen Grenzfliche auf.”” Auch
die proliferative Vitreoretinopathie zeichnet sich durch pathologische Zell-/ und
Kollagenansammlungen aus, welche préretinal auf der ILM und auch subretinal unter der
Netzhaut vorkommen. Als iiberreaktiver Prozess nach Netzhautreparatur tritt dies meist als

Komplikation nach Ablatiochirurgie sowie nach Trauma oder Verletzungen des Auges auf.

Als zelluldre Zielstrukturen sind bereits kontraktile Myofibroblasten in pramakuldren
Membranen identifiziert worden. Myofibroblasten sind Zellen, die sich aus Vorlduferzellen
wie aus Glaskorperzellen stammenden Hyalozyten oder retinalen Pigmentepithelzellen
transdifferenzieren konnen. Auf Grund ihrer ausgeprigten Fahigkeit zur aktiven Kontraktion
sowie zur Produktion von groflen Mengen extrazelluldrer Matrix sind sie hauptverantwortlich
fir die retinalen Verdnderungen bei idiopathischem Macular pucker und proliferativer

18.33.383947.78 Tnsbesondere die dadurch verursachte Faltenbildung der

Vitreoretinopathie.
Makula fiihrt bei den Erkrankten neben einem Verlust an Sehschérfe zu einem ausgeprigten
Verzerrtsehen. Starke Beeintrachtigungen im téglichen Leben wie beispielsweise beim Lesen,

Schreiben oder Autofahren sind die Folge.

Wiirde es gelingen, die Transdifferenzierung der pramakulédren Zellen zu Myofibroblasten zu
unterbinden oder die kontraktile Aktivitdt dieser Myofibroblasten zu hemmen, konnte eine
pharmakologische Inhibition der Fibrose als adjuvante Therapie die chirurgische Intervention
ergdnzen oder sogar ersetzen. Auch in anderen medizinischen Fachrichtungen wie der
Kardiologie, Nephrologie und Pulmologie sind transdifferenzierte Myofibroblasten bei der
Entstehung pathologischer, fibrotischer Verdanderungen im Fokus der Forschung, sodass die
Entwicklung pharmakologischer Therapieansdtze nicht nur in der Ophthalmologie von

groflem Interesse ist.

Zielstrukturen zur Hemmung der kontraktilen Aktivitdt von Myofibroblasten sind u.a. die av-
Integrine, die nachweislich eine Schliisselrolle in der Aktivierung von latentem TGF-B
spielen.’*®* Aber auch andere Fibrose-hemmende, immunhistochemische Marker wie anti-
Galectin, anti-IBA1, anti-Emmprin und anti-RCA I scheinen bei der Transdifferenzierung zu

Myofibroblasten beteiligt zu sein.>=!-3-3:60:64.81.86
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Daneben haben Vorversuche zur Etablierung des neuen Modells zur Kultivierung
pramakuldrer Membranen gezeigt, dass Zellen des chirurgisch exzidierten, pridmakulidren
Gewebes mittels Traktion fiir mehrere Tage in Kultur gehalten werden konnen. Die
Applikation von Traktion auf das zu kultivierende Gewebe war dabei durch die Beeinflussung
zelluldrer Prozesse auf mikrobiologischer Ebene entscheidend fiir die erfolgreiche
Kultivierung.’**' Glaskdrpertraktion spielt bekanntlich bei der Pathogenese von primakuliren
Zellansammlungen auf der inneren Grenzmembran eine wesentliche Rolle. Pramakuldre
Membranen wurden in der Vergangenheit bisher noch nicht erfolgreich kultiviert. Hier ist es
erstmals gelungen, ein Zellkulturmodell fiir die Kultivierung pramakuldrer Membranen zu
entwickeln. Dabei wird mittels feiner Nadeln mechanische Zugkraft auf ausgespanntes
chirurgisch exzidiertes, pramakuldres Gewebe im Kulturmedium ausgeiibt, so dass die
pathogenetischen Verhiltnisse der Zugkrifte des Glaskorpers an der Netzhaut fir die
Entwicklung fibrotischer Membranen im Auge nachempfunden werden konnen und die
Zellproliferation und -migration angeregt wird. Das Traktionsmodell wurde bereits durch die
Arbeitsgruppe von Frau Prof. Dr. med. K. H. Eibl-Lindner zur Kultivierung von
Linsenkapseln verwendet und dadurch im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit modifiziert

und auf primakulire Membranen angewendet.*

Bei durchgreifenden Makulaforamen hat die Weiterentwicklung der Makulachirurgie zuletzt
zu einer deutlichen Verbesserung des morphologischen und funktionellen Outcomes gefiihrt.
Durch Losung der Traktionskréfte auf die Makula hat sich die pars plana Vitrektome mit
Entfernung prdmakuldren Gewebes und ILM zu einem anerkannten Verfahren entwickelt,
welches zu guten anatomischen und funktionellen Ergebnissen fiihrt.'' %" Beim grofien
Makulaforamen mit einem Durchmesser von mehr als 400 um ist die postoperative
Wiedereroffnung des Makulaforamens aber immer noch eine der haufigsten
Langzeitkomplikationen. In diesen Fallen kann die chirurgische Technik des ILM-Peelings
nur begrenzt erneut angewandt werden. Die Verwendung der ,,inverted-ILM Flap* Technik ist
nur eine Moglichkeit, dieses Problem zu losen.*®* Der verwendete ILM Flap induziert nicht
nur eine Gliazellproliferation, sondern wirkt auch als biologischer Stimulus fiir das
Zellwachstum.”” Dariiberhinaus wurden kiirzlich andere Therapieansitze im Zusammenhang

mit wundheilungsfordernden Adjuvantien wie Wachstumsfaktoren®***’

und autologem
Thrombozyten Konzentrat/ Serumpostuliert.'>** Bisher ist jedoch wenig bekannt iiber

Verschluss-bezogene Faktoren eines Makulaforamens und beteiligte, zelluldare Elemente oder
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extrazelluldre Signale. Bisherige ultrastrukturelle Analysen zeigten eine Proliferation von
Gliazellen und neu gebildetem Kollagen in der ILM, wobei eine positive Korrelation
zwischen GroBe des Makulaforamens und Zelldichte gezeigt wurde.'®®’° Hierbei scheinen
Miiller-Zellen, welche die wichtigsten Gliazellen der Netzhaut darstellen, eine Schliisselrolle
zu iibernehmen.’ Durch Expression zahlreicher Zytokine reagieren aktivierte Miiller-Zellen
auf pathologische Verdanderungen und sollen in der frithen Phase einer Verletzung das retinale
Gewebe vor weiteren Schéden schiitzen. Shiode und Kollegen berichteten tiber neurotrophe
Faktoren, die von aktiven Miiller-Zellen exprimiert wurden.”” Kenntnisse iiber
histopathologische Verdnderungen der vitreoretinalen Grenzfliche sind bisher nur

unzureichend untersucht.

Ziel dieser hier vorgestellten Arbeiten F-H war deshalb die Untersuchung kontraktiler
Komponenten sowie neurotropher Wachstumsfaktoren von chirurgisch exzidiertem,
pramakuldren Gewebe von Patienten mit idiopathischem Macular pucker, proliferativer
Vitreoretinopathie und groBem, durchgreifenden Makulaforamen mittels Zellkultur,
Immunzytochemie und Transmissionselektronenmikroskopie. Die immunzytochemische
Analyse sowie die ultrastrukturellen Untersuchungen des kultivierten Gewebes sowie der
isolierten Zellen dienten der Beschreibung des Phénotyps prdmakuldrer Zellen und der
Charakterisierung der Myofibroblasten. Dadurch soll das Wissen {iber Pathogenese traktiver
Makulopathien erweitert und das chirurgische Vorgehen in der Therapie verbessert werden.
Langfristig soll die Priifung pharmakologischer Therapieansétze in Zukunft fachiibergreifend

Moglichkeiten einer Fibrose-hemmenden Behandlung liefern.

4.2.2 Patienten und Methoden

Die Arbeit F stellt eine immunzytochemische sowie ultrastrukturelle Untersuchung von
kultivierten und nicht-kultivierten, pramakuldren Membranen mit idiopathischem Macular
pucker dar. Die 32 chirurgisch exzidierten Préparate von 32 Patienten wurden mittels
Standard pars plana Vitrektomie mit Membran-Peeling zwischen Juni 2015 und Mérz 2016 an
der Augenklinik der LMU Miinchen gewonnen, wie in Arbeit A erldutert. Mittels eines neu
etablierten Traktionsmodells wurden 16 Augen mit Ausiibung eines tangentiales Zuges in

Zellkultur gehalten und mittels Zeitraffer-Mikroskopie (Time-Lapse Microscopy) untersucht,
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bevor wie bei den 16 nicht-kultivierten Membranen zum Vergleich eine Analyse mittels

Immunzytochemie und Transmissionselektronenmikroskopie erfolgte.

Insgesamt wurden 16 der 32 Priparate fiir die Zellkultur vorbereitet. Von diesen 16, wurden 7
besonders grofle Priparate geteilt, um einen direkten Vergleich zu erhalten. Nach Entfaltung
der Préparate unter einem Stereomikroskop (MS 5; Leica, Wetzlar, Deutschland) wurden die
pramakuldren Membranen auf den Kunststoffplatten der Zellkultur (NUNC, Langenselbold,
Deutschland) mit Hilfe entomologisch feiner Pins zur Ausiibung tangentialer Traktion fixiert.
AnschlieBend wurden die Proben unter Standardzellkulturbedingungen fiir 2 Tage (48 h)
kultiviert. Die Gewebekulturen wurden in einem Inkubator bei 37 °C und in einer
angereicherten Atmosphire von 5%-igem Carbondioxid durchgefiihrt. Das Ndhrmedium
(Mischung des 0,584 g/l L-Glutamin enthaltenden Kulturmediums (DMEM, Biochrom AG,
Berlin, Deutschland) mit 10% fetalen Kélberserum (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und
50 IE Penicillin/ml/50 pg Streptomycin/ml (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)) wurde jeden
zweiten Tag ausgetauscht. Zur Einzelzellanalyse der prdmakuldren Zellen in Zellkultur
erfolgte die Zeitrafferanalyse mit dem automatisierten Zeitraffer-Mikroskop (Time-Lapse
Mikroskopie, Leica DMi8, Kamera; Hamamatsu ORCA Flash4.0 sCMOS, Objektiv: HCX PL
Fluotar 20%/0.50)). Die Bilder wurden in 20-miniitigen Zeitabstdnden fiir 15 h mit einer
Vergroferung von %200 in vier oder fiinf verschiedenen Bereichen mit dichter Zellverteilung
aufgenommen. Bereiche ohne Zellen wurden nicht analysiert. Die Proben wurden in einem
Inkubator bei 37 °C und 5% CO, (Okolab, Ottaviano, Italien) auf dem Mikroskopsystem
gehalten. Die Belichtungszeit wurde konstant und kurz (2 s) fiir alle Positionen und alle
Zeitpunkte gehalten. Zwei Filme pro Probe wurden aufgenommen und analysiert. Nach der
Zellkultur- und Zeitrafferanalyse wurden die Proben sofort in eine 2%ige Paraformaldehyd in

0,1 M phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) zur weiteren Untersuchung eingebracht.

Fir die zytologische Charakterisierung wurden die Zellen fixiert und mit
immunzytochemischen Farbemethoden dargestellt. Die genauen Praparationsschritte sind den
Auffithrungen der Arbeit A zu entnehmen. Als primdre Antikorper kamen zur Anwendung:
fiir Myofibroblasten anti- a-smooth muscle actin [anti-a-SMA] (Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland), fiir Myofibroblasten Aktivierung und Proliferation anti-Galectin-1
(R&D Systems, Minneapolis, USA) und anti-Galectin-3 (ABCAM, Cambridge, UK), fiir
Zelladhdsion bei Myofibroblasten-Transdifferenzierung anti-Integrin oV, anti-Integrin «Vp3
sowie anti-Integrin aVB5 (jeweils ABCAM, Cambridge, UK), fiir Gliazellen anti-Glial
fibrillic acidic protein [anti-GFAP] (DAKO, Hamburg, Deutschland sowie Santa Cruz
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Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), fiir Hyalozyten anti-CD45 und anti-CD64 (jeweils
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), fiir Mikrogliazellen anti-IBA1 (Wako
Chemicals GmbH, Neuss, Deutschland) und anti-Isolectin-B4 (Sigma Aldrich, St Louis,
USA), fiir retinale Pigmentepithelzellen anti-Cytokeratin-8 [anti-CK8] (Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Germany), und fiir extrazelluldire Matrix anti-Kollagen Typ I (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Deutschland). Die anschlieBende ultrastrukturelle Untersuchung
mittels Transmissionselektronenmikroskopie erfolgte ebenfalls analog der Darstellung in

Arbeit A.

Bei Arbeit G handelt es sich um eine klinisch-pathologische Fallserie von chirurgisch
exzidierten, pramakuldren Membranen von 28 Augen von 28 Patienten mit idiopathischem
Macular pucker (16 Augen) und proliferativer Vitreoretinopathie (12 Augen). Alle Préparate
wurden fur die Flachschnittpraparation, Phasenkontrastmikroskopie und
Interferenzmikroskopie, sowie Immunzytochemie aufbereitet. Von insgesamt 8 der 28 Augen
erfolgte zusétzlich eine ultrastrukturelle Beurteilung mittels

Transmissionselektronenmikroskopie.

Die 28 Priparate wurden konsekutiv durch eine standardisierte, pars plana Vitrektomie mit
Membran-Peeling zwischen Mai 2014 und April 2015 an der Augenklinik der Ludwig-
Maximilians-Universitdt gewonnen. Das operative Vorgehen erfolgte wie in Arbeit A
beschrieben. Fiir die Immunzytochemie kamen folgende, primire Antikérper zur Anwendung:
fiir Myofibroblasten anti-a-smooth muscle actin [anti-a-SMA] (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA sowie GeneTex, Irvine, USA), fiir Zelladhdsion bei Myofibroblasten-
Transdifferenzierung anti-Integrin oV, anti-Integrin aVB3 sowie anti-Integrin oVB5 (jeweils
ABCAM, Cambridge, UK), fiir Myofibroblasten Aktivierung und Proliferation anti-Galectin-
1 (R&D Systems, Minneapolis, USA) und anti-Galectin-3 (ABCAM, Cambridge, UK sowie
LifeSpan BioSciences, Seattle, USA), fiir extrazellulire Matrix und Myofibroblasten anti-
Transforming growth factor-p [anti-TGF-B] (R&D Systems, Minneapolis, USA), fiir
extrazellulire Matrix anti-Kollagen Typ 1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), fiir
Hyalozyten anti-CD45 und anti-CD64 (jeweils Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), fiir
Makrophagen anti-CD68 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), fiir Gliazellen anti-Glial
fibrillic acidic protein [anti-GFAP] (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA), fiir
Mikrogliazellen anti-IBA1 (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Deutschland) und anti-Isolectin-
B4 (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), fiir retinale Pigmentepithelzellen anti-Cytokeratin-8
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[anti-CK8] (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany), anti-EMMPRIN (CD147) (R&D
Systems, Minneapolis, USA) und anti-Ricinus communis agglutinin I [anti-RCA-I] (Vector
Laboratories, Burlingame, USA) und fiir endotheliale Zellen anti-Ulex europaeus agglutinin I
[anti-UEA I/ anti-Lectin] (LifeSpan BioSciences, Seattle, USA). Die genauen
Préaparationsschritte sind den Auffithrungen bei Arbeit A zu entnehmen. Die ultrastrukturellen

Untersuchungen erfolgten ebenfalls wie bei Arbeit A dargestellt.

Arbeit H ist eine klinisch-pathologische Fallserie chirurgisch exzidierter Prdparate aus
pramakuldrem Gewebe und innerer Grenzmembran von 24 Augen von 24 Patienten mit
groflem durchgreifenden Makulaforamen mit einem Durchmesser von mehr als 400 um. Die
untersuchten Pridparate wurden direkt vom Rand des Makulaforamens wihrend einer
standardisierten, pars plana-Vitrektomie mit Peeling zwischen Januar 2014 und April 2016 an

der Augenklinik der LMU gewonnen.

Mittels optischer Kohidrenztomographie (SD-OCT; Heidelberg Engineering, Heidelberg,
Deutschland) erfolgte nach definierten Einschlusskriterien die Selektion der Patienten.
Zusétzlich wurde das Stadium des durchgreifenden Makulaforamens und das Vorhandensein
einer fokalen vitreomakuldren Traktion (VMT) dokumentiert. Fiir die klinische Analyse

wurden die Patientenakten auf Alter, Geschlecht und praoperative Anamnese liberpriift.

Von insgesamt 24 Pridparaten wurden 17 Prdparate als Flachschnittpraparate fiir die
Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie sowie fiir die Immunzytochemie aufbereitet. Die
genauen Schritte der OP sowie der Praparation sind Arbeit A zu entnehmen. Die verwendeten
Antikorper finden sich in Tabelle 4. Ultrastrukturelle Ergebnisse wurden von 13 der 24
Augen analysiert. Sechs Pridparate wurden direkt nach der Immunzytochemie fiir die
Transmissionselektronenmikroskopie prédpariert und 7 Prdparate wurden nur fiir die
Transmissionselektronenmikroskopie aufbereitet. Die genauen Schritte sind bereits in Arbeit

A beschrieben.
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Tabelle 4 Uberblick iber die verwendeten Antikdrper einschl. Antikérper-Spezifitat und

Antikérper—Zielstruktur.

Anti- Antibody specificity and Antibody Target
source dilution structure/
function
Neurotrophic factor
. 1:50
Rabbit, sc-328, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Neuroprotective
Glia cell derived
Germany neurotrophic
neurotrophic factor 1:50
factor
(GDNF) Goat, sc-328-G, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg,
Germany
Rabbit, HPA019654, Sigma- 1:50 Neuroprotective
Ciliary neurotrophic factor | Aldrich, Taufkirchen, Germany neurotrophic
(CNTF) factor
Cell specific antigen
1:50
Mouse, s¢c-9973, Santa Cruz Intermediate
Biotechnology, Heidelberg,
Glial fibrillary acidic . type filaments
ermany i
protein (GFAP) 1:50 of glial cells
Rabbit, Z 0334, DAKO, Jena,
Germany
Goat, V 4630, Sigma-Aldrich, 1:40 Intermediate
Vimentin Taufkirchen, Germany type filaments
of glial cells
Cellular retinaldehyde- Goat, sc-18757, Santa Cruz 1:50 Miiller glial
binding protein Biotechnology, Heidelberg, cells
(CRALBP) Germany
1:50 .
Mouse, M 0726, DAKO, Jena, Retinal
Neurofilament
Germany ganglion cells
(NF)
Rabbit, GTX103261,GeneTex, 1:50 Retinal
GeneTex, Eching, Germany ganglion cells,
Calretinin
amacrine and
horizontal cells
Rabbit, GTX19383, GeneTex, 1:20 Dendrites and
Eching, Germany axons of
Melanopsin

retinal ganglion

cells
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4.2.3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der Arbeit F zeigten, dass Myofibroblasten, Hyalozyten sowie Makro- und
Mikrogliazellen die Hauptzelltypen in den 32 untersuchten, chirurgisch exzidierten,
pramakuldren Membranen von Augen mit idiopathischem Macular pucker darstellen. Die
Korrelation von Zeitraffer-Mikroskopie mit der Immunfluoreszenzmikroskopie identifizierte,
schnelle, unidirektional gerichtete, klein rundliche Zellen durch positive Immunreaktivitét
von anti-IBA1 als Mikrogliazellen (siche Abbildung 4.7.). Sich langsam bewegende, langlich
grole Zellen wurden als oa-smooth-muscle actin (a-SMA)-positive Myofibroblasten

beschrieben.

Abbildung 4.7 Pramakuldre Membran in der Zellkultur unter Anwendung tangentialer
Traktion. (a1,a2) Spektral-Domain optische Koharenztomographie-Aufnahmen einer 73-
jahrigen Frau mit idiopathischem Macular Pucker. (b) Das Interferenzmikroskopische Bild
zeigt die flach ausgebreitete Membran, welche fir die Zeitraffermikroskopie mittels feinen
Nadeln aufgespannt wurde. (c) Positive Immunmarkierung mit anti-IBA1, einem
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Mikrogliamarker. (d) Darstellung der Zellkernfarbung 4',6'-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(blau) in Uberlagerung mit positiver Immunmarkierung von anti-IBA1 und negativer
Immunmarkierung von anti- GFAP.

(Originalvergréferung: (b) x200; (c) x50; (d) x200)

In der Fluoreszenzmikroskopie fand sich neben positiver Farbung von anti-a-SMA, welches
oft in Co-Lokalisation mit anti-Kollagen Typ I zu sehen war, eine positive Reaktion der
Integrine (anti-Integrin aV, anti-Integrin-avp3 und anti-Integrin-avB5), von anti-Isolectin-p4,
sowie der Hyalozyten-Marker anti-CD45 und anti-CD64. Nach Zellkultur mit Applikation
von tangentialer Traktion wurde eine verstirkte, positive Immunreaktivitdt von anti-a-SMA
sowie der verschiedenen Integrine beobachtet. Alle anderen Immunmarkierungen zeigten

dhnliche Ergebnisse wie bei den Bedingungen vor bzw. ohne Zellkultur.

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie zeigten sich ultrastrukturelle Unterschiede
pramakuldrer Membranen ohne bzw. vor und nach Zellkultur (siche Abbildung 4.8). Nach
Zellkultur mit Applikation von tangentialer Traktion wurden Myofibroblasten, Fibroblasten
und Gliazellen beobachtet. Ohne Zellkultur fanden sich {iberwiegend Hyalozyten und
Gliazellen sowie einzelne Myofibroblasten. Retinale Pigmentepithelzellen wurden in keiner
der Membranen gefunden. Die extrazelluldre Matrix bestand aus nativem Glaskorperkollagen
sowie neu gebildetem Kollagen. Dicke Kollagenstrange und fibrillare Kollagenprézipitate
wurden sowohl vor/ohne als auch nach Zellkultur in der Hilfte der Augen beobachtet. Die

innere Grenzmembran zeigte sich nach Zellkultivierung unverandert.
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ohne Zellkultur nach Zellkultur mit Applikation von tangentialer Traktion
. = > l"\.;;:vg:f,’!\‘ 3 r -

Abbildung 4.8 (Links) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen pramakulérer
Membranen ohne Zellkultur. (a) Hyalozyten auf dicken Kollagenstrangen. (b) Hyalozyt (Pfeil)
auf Kollagenstrang (Pfeilspitze). (c) Vergrofierung eines Myofibroblasten, der sich durch
intrazelluldre Aktinfilamente auszeichnet (Pfeil). (d) Vergrélierung eines Hyalozyten, der
durch dichtes Zytoplasma gekennzeichnet ist. (e) Dicke Kollagenstrange und fibrillare
Prazipitate (Pfeil). (f) Innere Grenzmembran (Sternchen).

(Originalvergréferung: (a, b) x3000, bar = 2500 nm; (c, e, f) x12.000, bar=1000 nm; (d)
x7000, bar=500 nm)

(Rechts) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen préamakularer Membranen
nach Zellkultur mit Applikation von tangentialer Traktion mittels feiner Nadeln. (a) Dichte
Proliferation von Fibroblasten. (b) Die Grenzmembran (Sternchen) zeigte nach der
Zellkultivierung elektronenmikroskopisch keine Veranderungen. (c) Dargestellt ist ein kleines
Loch (Sternchen) in der Membran durch das Aufspannen mit der Nadel verursacht, um
welches sich eine dichte Proliferation von Gliazellen zeigt. (d) Héhere Vergrélierung der
dichten mehrschichtigen Proliferation von Gliazellen. (e) Fibroblast und Myofibroblast
befinden sich auf dicken Kollagenstrangen. Die innere Grenzmembran ist mit einem
Sternchen markiert. (f) Hohere VergroRerung eines Myofibroblasten mit intrazellularen
Aktinfilamenten (Pfeil) und subplasmalen zytoplasmatischen Filamente (Pfeilspitze).
(Originalvergréferung: (a, ¢) x3000, bar = 2500 nm; (b, e, f) x12.000, bar = 1000 nm; (d)
x7000, bar = 500 nm)

Die in Arbeit G angewandten immunzytochemischen und ultrastrukturellen Untersuchungen
der 28 untersuchten, praimakuldren Membranen von 16 Augen mit idiopathischem Macular
pucker und 12 Augen mit proliferativer Vitreoretinopathie ergaben eine unterschiedliche

Zellzusammensetzung bei diesen beiden vitreoretinalen Erkrankungen. Transdifferenzierte
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Myofibroblasten lieBen sich aber bei beiden Entitdten nachweisen. An fibrotischen Prozessen
beteiligte immunzytochemische Marker wurden sowohl in Augen mit idiopathischem
Macular pucker als auch in Augen mit proliferativer Vitreoretinopathie positiv gefunden. Es
zeigte sich in allen untersuchten Membranen eine stark positive Immunreaktivitit von anti-o-
SMA, sowie der verschiedenen Integrin-Marker insbesondere von anti-Integrin avp3 (siche
Abbildung 4.9). Zudem zeigte sich eine starke Farbung von anti-Galectin, anti-EMMPRIN,
anti-RCA I, anti-IBA1 und anti-Kollagen-Typ I (siche Abbildung 4.9).

-~

RCA | + DAPI Integrin aVB5 + DAPI
Emmpring+ DAPI i DAP Galectin-1 + DAPI

CD45 + DAPI B TGF-B + DAPI

Emmprin + DAPI

Hlerfere RCA | + DAPI UEA | + DAPI
1 GFAP + DAPI
Cy-2 + DAP! Cy-3 + DAPI

Abbildung 4.9 Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie, Fluoreszenzmikroskopie und
immunzytochemische Farbung zusammen dargestellt mit der Zellkernfarbung von 4'.6'-
Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blau) von pramakuldren Membranen von Augen mit
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idiopathischem Macular Pucker (iMP) und proliferativer Vitreoretinopathie (PVR). (A) Die
pramakulédren Zellen zeigen eine positive Immunreaktivitat von anti- RCA-I (rot), anti-a-SMA
(griin) und anti-Integrin-a (rot) in Augen mit iMP. (B) Positives immunostaining von anti-
EMMPRIN (rot), anti-Integrin-aV (grin) und anti-Galectin-1 (rot). (C) Positive
Immunreaktivitdt von anti-CD45 (rot), anti-ILB4 (grin) und anti- TGF-B (grin). (D)
Pramakuldre Zellen in Augen mit PVR zeigen eine positive Immunreaktivitdt von anti-
EMMPRIN (rot), anti-integrin-aV (griin) und anti-aSMA (rot) (E) Positive Immunmarkierung
von anti-RCA-I (rot), anti- UEA I/ Lectin (griin) und a-SMA (rot). (F) Positive Immunreaktivitat
von anti-GFAP) (rot), anti-CD68 (griin) und anti- CK8 (rot). (G) Negativkontrollen fir anti-Cy5
(rot), anti-Cy2 (griin) und anti-Cy3 (rot).

(Originalvergréferung: (A) x100; (B) x400; (C) x100; (D) x400; (E) x400; (F) x400; (G) x400)

Ultrastrukturell zeigte sich bei Augen mit idiopathischem Macular pucker als dominierende
Zelltypen  Myofibroblasten, Fibroblasten und Hyalozyten, welche in  dicke
Glaskorperkollagenstrange eingebettet waren (siche Abbildung 4.10). Makro- und
Mikrogliazellen fanden sich nur in einzelnen, untersuchten Priaparaten. Im Gegensatz dazu
waren in Augen mit proliferativer Vitreoretinopathie retinale Pigmentepithelzellen sowie
Myofibroblasten die vorherrschenden Zelltypen, welche mehrheitlich von neu gebildetem

Kollagen umgeben waren (siche Abbildung 4.10).

Abbildung 4.10 (Links) Beispiel eines Auges mit idiopathischem Macular pucker. (A,B)
Spektral-Domain optische Koharenztomographie-Aufnahmen einer 73-jahrigen Frau mit
idiopathischem Macular pucker. (C) Die Transmissionselektronenmikroskopie der
pramakuldren Membran zeigt einen Myofibroblasten (rotes Sternchen) auf einem nativem
Glaskorperkollagenstrang  (blaues  Sternchen). Im  vergroRerten  Ausschnitt  sind
subplaslemmale Kondensationen (rote Pfeile) zu sehen, die fir eine Myofibroblast
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charakteristisch sind. (D) Die Transmissionselektronenmikroskopie stellt fibrillare Prazipitate
(roter Pfeil) dar, welche in einen dicken Glaskérper-Kollagenstrang eingebettet sind.
(Originalvergréferung: (C) x4400; (D) x12 000)

(Rechts) Beispiel eines Auges mit proliferativer Vitreoretinopathie. (A,B) Die Spektral-Domain
optische Koharenztomographie-Aufnahmen eines 61-jahrigen Mannes mit proliferativer
Vitreoretinopathie (PVR) zeigen eine pramakuldre Membran, die ein Jahr nach operativer
Versorgung mittels Vitrektomie bei Netzhautablésung mit grolem Netzhautriss aufgetreten
ist. (C) In der Transmissionselektronenmikroskopie Aufnahme zeigt sich eine retinale
Pigmentepithelzelle (RPE-Zelle), die auf der vitrealen Seite der inneren Grenzmembran liegt.
Im  vergréRBerten  Ausschnitt  sind die fir RPE-Zellen charakteristischen
intrazytoplasmatischen Melaningranula zu sehen. (D) In Augen mit proliferativer
Vitreoretinopathie zeigte sich oft neu gebildetes Kollagen (NFC, rote Pfeile).
(Originalvergréferung: (C) x3000; (D) x20 000)

In Arbeit H wurden 24 Augen von 24 Patienten mit groBem durchgreifenden Makulaforamen
mit einem Durchmesser von mehr als 400 um eingeschlossen, die eine Pars-plana-
Vitrektomie mit Peeling pridmakuldren Gewebes und ILM erhielten. Die bestkorrigierte
Sehschirfe der Patienten betrug zu Beginn der Operation 0,9 = 0,35 logMAR (Median 0,9
logMAR; Bereich, 0,3-1,7 logMAR). Mittels SD-OCT betrug der mittlere Makulaforamen-
Durchmesser der eingeschlossenen Augen 506,08 + 78,52 um (Median 506,5 pm; Bereich,
401-657 pm). Insgesamt wiesen 21 von 24 Augen (88%) ein Makulaforamen Stadium IV und
3 von 24 Augen (12%) ein Makulaforamen Stadium III auf. Von diesen 3 Augen zeigten 2
Augen eine vitreomakuldre Traktion (VMT) in der SD-OCT. Nach der Operation persistierte
bei 1 von 12 Augen (8 %) ein durchgreifendes Makulaforamen. Die genauen Ergebnisse der

Auswertung der Zellzahl sowie der Immunzytochemie sind Tabelle 5 zu entnehmen.
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Tabelle 5 Analyse von Zellzahl und Zelldichte sowie der Immunreaktivitat in
Flachschnittpréparaten der inneren Grenzmembran (ILM), welche chirurgisch von 17 von 24
Augen mit idiopathischem groRen Makulaforamen gewonnen wurden.

Cell density
<10 [cells/mm’] 10-50 >50
N =6 eyes [cells/mm’] [cells/mm’]
N =5 eyes N = 6 eyes
Stage of macular hole (Stage 111/ Stage V) 0/6 0/5 3/3
508 £ 95 521 +81 508 =74
Macular hole diameter [um] (min-max)
(400-650) (415-657) (429-636)
Presence of focal VMT (yes/ no) 0/6 0/5 4/2
Results of cell characteristics using flat mount preparation
4+£2 28+9 117+67
Cell density [cells/mm?] (range)
(1-7) (16-45) (52-214)
41+26 208 + 141 944 + 534
Total number of cells (range)
(4-68) (68-412) (413-1826)
9+4 7+4 9+5
Area of examined ILM [mm?] (range)
(2-15) (2-12) (4-17)
Analysis of immunoreactivity using flat mount preparation
Neurotrophic factors
Anti-GDNF (++/+/-) 3/3/0 5/0/0 5/1/0
Anti-CNTF (++/4/-) 6/0/0 5/0/0 6/0/0
Cell specific antigens
Anti-GFAP (++/4/-) 1/4/1 3/2/0 1/4/1
Anti-Vimentin (++/+/-) 3/3/0 3/2/0 4/2/0
Anti-CRALBP (++/4/-) 0/3/3 0/3/2 0/4/2
Anti-NF (++/+/-) 0/1/5 1/4/0 0/2/4
Anti-Calretinin (++/+/-) 0/2/4 2/3/0 5/1/0
Anti-Melanopsin (++/+/-) 0/5/1 1/4/0 0/5/1

FTMH, full-thickness macular hole; VMT, vitreomacular traction. GDNF, Glia cell derived
neurotrophic factor; CNTF, Ciliary neurotrophic factor; GFAP, Glial fibrillary acidic protein;
CRALBP, Cellular retinaldehyde-binding protein, NF, Neurofilament.

++, very present; +, present; -, not present.

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie wurde die ILM in allen untersuchten Praparaten
gefunden. Mehrheitlich zeigte sich eine mehrschichtige Zellproliferation (7 von 13 Préparate,
54%). Eine einschichtige Zellproliferation wurde in 2 von 13 Préparaten (15%) gefunden und
einzelne Zellen traten in 4 von 13 Préparaten (31%) auf. Kleine Zellreste auf der retinalen

Seite der ILM wurden in 2 von 13 Préparaten (14%) gesehen, wohingegen Zellfragmente in
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keinem Priparat vorkamen. Makrogliazellen wie Miiller-Zellen und fibrose Astrozyten
wurden in 6 von 13 Priparaten (46%) gefunden. Hyalozyten wurden in 5 von 13 Proben (38
%), Myofibroblasten in 4 von 13 Proben (31 %) und Fibroblasten in 4 von 13 Proben (31 %)
festgestellt. Im Gegensatz dazu wurden Makrophagen und retinale Pigmentepithelzellen nicht
gefunden. Natives Glaskorperkollagen (NVC) wurde in 4 von 13 Priparaten (31%)
dokumentiert, eingebettet als kontinuierliche Schicht zwischen den pramakuldren Zellen und
der ILM. Kollagenstringe wurden gelegentlich in 3 von 13 Préparaten (23%) dokumentiert.
Neu gebildetes Kollagen (NFC) wurde in einer Probe (7 %) gefunden und fibrilldre
Prazipitate (FLSC) wurden nicht gesehen.

4.2.4 Diskussion

Die vorgestellten Arbeiten F-G legen dar, dass pramakulire Membranen von Augen mit
idiopathischem Macular pucker und proliferativer Vitreoretinopathie sich in ihrer zelluldren
und extrazelluldren Morphologie unterscheiden, was den unterschiedlichen klinischen Verlauf

beider Erkrankungen erklart.

Die Untersuchungen mittels Zellkultur mit Applikation von tangentialer Traktion sowie
mittels Fluoreszenz- und Elektronenmikroskopie zeigten bei Augen mit idiopathischem
Macular pucker Hyalozyten, Gliazellen und Fibroblasten als Hauptvorlduferzellen der
Myofibroblasten (siche Arbeit F und G). Bei Augen mit proliferativer Vitreoretinopathie
kann davon ausgegangen werden, dass Myofibroblasten {iberwiegend aus retinalen

Pigmentepithelzellen transdifferenzieren (siche Arbeit G).

Beiden Erkrankungen war jedoch eine Transdifferenzierung von Myofibroblasten aus
Vorlduferzellen durch positive Immunreaktivitdt von getesteten fibrotischen Markern wie
anti-Integrin und anti-Galectin gemeinsam. Dies gibt Hinweise auf Gemeinsamkeiten in der

Pathogenese beider Erkrankungen.

Myofibroblasten transdifferenzieren aus verschiedenen Vorlduferzellen, wodurch diese ihre
typischen Eigenschaften verlieren und anstelle dessen kontraktile Eigenschaften gewinnen.’'
Daher wurden Myofibroblasten als Hauptzielstruktur bei der Regulierung von Fibrose
identifiziert.*> Als ein wichtiger Faktor zur Aktivierung von Myofibroblasten wurde
mechanischer Stress sowie die Sekretion von TGF-B bestimmt.”>%*** GemiB hier
gefundener Ergebnissen wurde anti-a-SMA, welches ein intrazellulires Aktinfilament

darstellt und als Marker fiir Myofibroblasten gilt, als einer der wichtigsten, positiven Marker
52



Habilitationsschrift Dr. med. Denise Vogt
Wissenschaftliche Arbeiten

bei traktiven Makulopathien identifiziert. Nach Applikation von Traktion im Zellkulturmodell
war anti-o-SMA verstiarkt nachweisbar. In der Co-Lokalisation mit Kollagen Typ I wird a-

SMA als essentiell fiir die extrazellulire Matrixproduktion und Kontraktion angesehen.*

Als Marker fiir Myofibroblasten-Transdifferenzierung wurden Integrine und Galectine
beschrieben, welche auch in unseren Untersuchungen deutlich positiv nachgewiesen wurden.
Die Integrin-vermittelte Adhédsion beeinflusst mehrere Signalwege, u.a. fiir Proliferation,
Differenzierung und Motilitdt. Dadurch wird den Integrinen eine wichtige Funktion bei der
Transdifferenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten via indirekter Aktivierung von
latentem TGF-B und Neoexpression von o-SMA zugeschrieben.”>** Galectine sind als
Fibrose-fordernde Proteingruppe in erster Linie an Zell-Zell-/ und Zell-Matrix-Interaktionen
beteiligt und scheinen fiir die Aktivierung, Migration und Proliferation von Myofibroblasten
wichtig zu sein."” Neben seiner regulatorischen Funktion auf TGF-B-Rezeptoren spielt

insbesondere Galectin-3 auch eine wichtige Rolle bei Integrin-vermittelten Signalwegen.

In der Vergangenheit wurden insbesondere Makrogliazellen wie Miiller-Zellen oder
Astrozyten in pramakuldren Membranen beschrieben. Aktivierte Mikrogliazellen wurden erst
kiirzlich in traktiven Makulopathien gefunden.®® Im Rahmen dieser Arbeiten zeigte sich,
dass Mikrogliazellen, durch die Mikroglia-Marker anti-IBA1 und anti-Isolectin-B4
nachgewiesen, hdufig in prdmakuldren Membranen vorkommen. Mikrogliazellen, die als
hochdynamische Zellen gelten und morphologischen und funktionellen Verdnderungen
unterliegen, haben regulatorische Funktionen® und beteiligen sich durch die Sekretion von

TGF-p an der Myofibroblasten-Transdifferenzierung sowie an fibrotischen Prozessen.®'

Zusammenfassend gibt es Hinweise, dass in der Krankheitsentstehung trotz unterschiedlicher
zelluldarer Komponenten und extrazelluldrer Matrix von pridmakuldiren Membranen bei
idiopathischem Macular pucker wund proliferativer Vitreoretinopathie bei beiden
Erkrankungen durch den Nachweis transdifferenzierter Myofibroblasten Gemeinsamkeiten
bestehen. Die Ubertragung der Anwendung moglicher therapeutischer pharmakologischer
Strategien der proliferativen Vitreoretinopathie auf andere traktive Makulopathien ist daher
denkbar. Somit unterstiitzen die Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeiten den Ansatz der
medikamentosen Fibrose-hemmenden Behandlung. In Zukunft soll die pharmakologische
Testung therapeutischer Substanzen wie beispielsweise von Alkylphosphocholinen im

Zellkulturmodell erfolgen.
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Die Untersuchungen innerhalb der Arbeit H ergaben, dass chirurgisch exzidiertes,
pramakuldres Gewebe von groflen, idiopathisch durchgreifenden Makulaforamina eine
variable Zusammensetzung pramakuldrer Zellen und Glaskorperkollagen auf der vitrealen
Seite der ILM aufweist. Die pradmakuldren Zellen fanden sich positiv fiir neurotrophe
Wachstumsfaktoren und Makrogliazellmarker. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
neurotrophe Faktoren, die von aktivierten Miiller-Zellen innerhalb der pramakuldren
Zellzusammensetzung produziert werden, zur Regeneration des Makulaforamens beitragen

konnen.

Der Glial cell line-derived neurotrophic factor spielt durch Schutz neuraler Zellen eine
wichtige Rolle im funktionellen Glia-Neuronen-Netzwerk.®*’ Es wird berichtet, dass GDNF,
der in Astrozyten und Miiller-Zellen lokalisiert ist, zu einer Hochregulierung der GFAP-
Expression in Miiller-Zellen fiihrt'> und nachweislich das Uberleben von retinalen Ganglien-
und Photorezeptorzellen fordert.**’ Uber die Aktivierung von Miiller-Zellen soll CNTF
ebenfalls Photorezeptoren schiitzen.*” Die Daten bestitigen das Vorkommen der neurotrophen
Faktoren GDNF und CNTF in pramakuldren Membranen. Im Gegensatz zu Shoide et al.
wurden sie hier jedoch nicht in der ILM selbst gefunden.”” Da Miiller-Zellen als zellulire
Hauptbestandteile pramakuldrer Membranen identifiziert wurden, besteht die Hypothese, dass
neurotrophe Faktoren von aktivierten Miiller-Zellen exprimiert wurden, die an
Heilungsprozessen des retinalen Gewebes als Reaktion auf pathologische Verdnderungen

beteiligt sind.

Dariiber hinaus weist die Expression der spezifischen Proteine Anti-Neurofilament, Anti-
Calretinin und Anti-Melanopsin, die als Marker fiir retinale Ganglienzellen beschrieben
wurden, auf das Vorhandensein von Neuritenfortsitzen in primakuliren Membranen hin.***
In der Netzhaut fiihren verschiedene, retinale Erkrankungen nicht nur zu Gliazellproliferation
und -migration, sondern auch zu neuronalen Verdnderungen einschlieBlich
Neuriteneinsprossungen. Diese neugebildeten Neuriten stammen von retinalen Neuronen wie
z.B. Ganglienzellen ab. Obwohl das Neuritenwachstum nicht vollstdndig verstanden ist, gibt
es Hinweise darauf, dass die Expression von neurotrophen Faktoren der Miiller-Zellen mit

dem Wachstum von Neuritenfortsitzen verbunden sein konnte.*** Dies unterstreicht das

mogliche Potenzial der neuronalen Umgestaltung der menschlichen Netzhaut.

Zusammenfassend unterstiitzen die Ergebnisse die These, dass der Einsatz von neurotrophen

Wachstumsfaktoren die Sehfunktion bei Patienten mit groBem durchgreifenden
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Makulaforamen durch eine bessere Erholung des Netzhautgewebes verbessern konnte.

Weitere Studien miissen folgen, um dies im Detail genauer zu untersuchen.
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5 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die hier vorgestellten Arbeiten beschreiben klinische Verlaufe und morphologische Befunde
der SD-OCT in Zusammenhang mit Vorkommen und Zellzusammensetzung pramakulédren
Gewebes im Bereich der vitrecomakuldren Grenzfliche bei verschiedenen, traktiven
Makulopathien wie dem Makulaschichtforamen und dem Pseudoforamen der Makula, der
iIERM-Foveoschisis, dem durchgreifenden Makulaforamen, dem idiopathischen Macular

pucker und der proliferativen Vitreoretinopathie.

Die Ergebnisse der ausgewéhlten Arbeiten A-H ermoglichen eine Beantwortung der oben

genannten Fragen wie folgt:

Makulaschichtforamen und Pseudoforamen der Makula unterscheiden sich im klinischen
Verlauf und im Vorkommen von pramakuldrem Gewebe. Pseudoforamen zeigen per
Definition eine traktive pramakuldre Membran. Bei Makulaschichtforamen zeigt sich auch
bei fast allen Augen pramakuldres Gewebe mittels SD-OCT. Neben den typisch traktiven
pramakuldren Membranen wurde bei Makulaschichtforamen ,,atypisches epiretinales
Gewebe*“ an den Foramenrdndern beschrieben. Immunzytochemisch und ultrastrukturell
zeigten sich ebenfalls Unterschiede im priamakuldren Gewebe. In den zellreichen
pramakuldren Membranen der Pseudoforamen zeigte sich eine stark positive Anfarbung
von glattmuskulirem Aktin (a-SMA) als Marker fiir Myofibroblasten-artige
Transdifferenzierung. Zellen fiir GFAP, Kollagen Typ 1 sowie Typ II zeigten sich
ebenfalls positiv. Ultrastrukturell fanden sich in Glaskorperkollagen vorliegende dicht
gepackte mehrschichtige Zellverbdande, die sich iiberwiegend aus Myofibroblasten
zusammensetzten sowie fibrilldre Prézipitate, ,fibrous long-spacing collagen* (FLSC)
genannt, welche im Zusammenhang mit Abbau und Umbau von Kollagen stehen. Bei
Makulaschichtforamen dominierten GFAP-positive sowie CD45- und CD64-positive
Zellen. Daneben fanden sich positive Zellen fiir Kollagen Typ I und Typ IIL
Elektronenmikroskopisch zeigten sich dicht gepackte Zellproliferationen aus Fibroblasten
und Hyalozyten iberwiegend eingebettet in dichte Stringe von Glaskorperkollagen.

Traktive Myofibroblasten fanden sich nur vereinzelt.

Makulaschichtforamen mit atypischer Makulaschichtforamen-assoziierter pramakulédrer
Proliferation zeigten eine zunehmende Flache der Proliferation im Lauf der Zeit. Diese
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korrelierte zudem mit der Zunahme des maximalen Foramendiameters. Dariiberhinaus
korrelierten die Zunahme des maximal horizontalen Foramendiameters und das
Vorkommen von Photorezeptorschichtdefekten mit einer schlechteren, best-korrigierten
Sehschirfe. Die zentrale Netzhautdicke zeigte sich im Zeitverlauf nicht signifikant
abnehmend und eine zusitzliche traktive konventionelle pramakuldre Membran mit Falten

innerer Netzhautschichten in der SD-OCT wurde bei der Hélfte der Augen demonstriert.

Bei allen eingeschlossenen Augen mit Makulaschichtforamen, durchgreifendem
Makulaforamen und Makular pucker zeigte sich eine atypische pramakuldre Proliferation,
welche sich in der SD-OCT als eine dicke isoreflektive Schicht darstellte, sowie
mehrheitlich auch eine zusitzliche traktive pramakuldre Membran. Immunzytochemisch
waren die Prédparate aller untersuchten Augen stark positiv fiir anti-Vimentin, anti-GFAP
und anti-GS, sowie positiv fiir anti-CRALBP und fiir die Hyalozyten-Zellmarker anti-
CD45 und anti-CD64. Der Myofibroblastenmarker anti-o-SMA war nur selten positiv.
Ultrastrukturell zeigte die prdmakuldre Proliferation unabhédngig von der bestehenden
Diagnose eine identische dicht gepackte Zellzusammensetzung und Zellcharakteristik im
Sinne eines einheitlichen Zell-Phénotyps mit dhnlichen intrazelluldren glialen Merkmalen
umgeben von nativem Glaskorperkollagen. Myofibroblasten fanden sich nicht.
Entsprechend des SD-OCT Befundes lieBen sich ultrastrukturell bei der Mehrheit der
Préparate neben der pramakulédren Proliferation auch Anteile einer traktiven pramakuldren

Membran nachweisen.

Bei Augen mit iERM-Foveoschisis fand sich ebenso, wie bei Augen mit myoper
Foveoschisis, eine positive Reaktion auf anti-a-SMA, anti-IBA1 und anti-GFAP in allen
untersuchten Prdparaten. Ultrastrukturell fanden sich bei beiden Entitdten an zelluldren
Bestandteilen Myofibroblasten-dhnliche Zellen, Fibroblasten und Hyalozyten. Auch
Kollagenstrange kamen als natives Glaskorperkollagen oder als neu synthetisiertes
Kollagen vor ebenso wie fibrilldire Kollagenprizipitate. In Augen mit iERM-Foveoschisis
zeigte sich die ILM mit ihrer reguldren, bekannten Struktur. Dagegen war nur bei Augen
mit myoper Foveoschisis die ILM im Ultradiinnschnitt partiell rarefiziert und an der
retinalen Seite stark zerkliiftet. Dartiberhinaus fanden sich grof3e Fragmente von retinalen
Zellen sowie retinale Nervenfaserschichtanteile an der ILM nur bei Priparaten der

myopen Foveoschisis.

In pridmakuldren Membranen von Augen mit idiopathischem Macular pucker wurden

Myofibroblasten, Hyalozyten sowie Makro- und Mikrogliazellen als Hauptzelltypen
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identifiziert. Die Korrelation von Zeitraffer-Mikroskopie mit der
Immunfluoreszenzmikroskopie identifizierte, schnelle, unidirektional gerichtete, klein
rundliche Zellen als Mikrogliazellen durch positive Immunreaktivitit von anti-IBA1. Sich
langsam bewegende, ldnglich grofle Zellen wurden als a-SMA-positive Myofibroblasten
beschrieben. Nach Zellkultur mit Applikation von tangentialer Traktion wurde eine
verstédrkte, positive Immunreaktivitdt von anti-a-SMA sowie der verschiedenen Integrine
beobachtet. Mittels Transmissionselektronenmikroskopie wurden nach Zellkultur mit
Applikation von tangentialer Traktion Myofibroblasten, Fibroblasten und Gliazellen
beobachtet. Ohne Zellkultur fanden sich iiberwiegend Hyalozyten und Gliazellen sowie

einzelne Myofibroblasten.

Es lieBen sich Unterschiede in der Zellzusammensetzung von pramakuldren Membranen
von Augen mit idiopathischem Macular pucker und Augen mit proliferativer
Vitreoretinopathie nachweisen. Gemeinsam war jedoch bei beiden Erkrankungen das
Vorkommen von transdifferenzierten Myofibroblasten. Immunzytochemische Marker fiir
fibrotische Prozesse wie anti-a-SMA, anti-Integrin avp3 und anti-Galectin wurden in
Augen mit idiopathischem Macular pucker und in Augen mit proliferativer
Vitreoretinopathie positiv gefunden. Im elektronenmikroskopischen Befund dominierten
bei Augen mit idiopathischem Macular pucker Myofibroblasten, Fibroblasten und
Hyalozyten, welche in dicke Glaskorperkollagenstringe eingebettet waren. Bei Augen mit
proliferativer Vitreoretinopathie fanden sich liberwiegend retinale Pigmentepithelzellen

sowie Myofibroblasten umgeben von neu gebildetem Kollagen.

Diese Arbeit =zeigt eine variable Zusammensetzung pramakuldrer Zellen und
Glaskorperkollagen auf der vitrealen Seite der ILM bei chirurgisch exzidiertem,
pramakuldren Gewebe von groflen idiopathisch durchgreifenden Makulaforamina mit
einem Durchmesser von mehr als 400 um. Die pramakuldren Zellen zeigten eine positive
Immunreaktion fiir neurotrophe Wachstumsfaktoren und Makrogliazellmarker. Daraus
lasst sich vermuten, dass neurotrophe Faktoren, die von aktivierten Miiller-Zellen
innerhalb der pramakuldren Zellzusammensetzung produziert werden, zur Regeneration
des Makulaforamens Dbeitragen konnten. Daneben unterstreicht die positive
Immunreaktivitdit von Marker fiir retinale Ganglienzellen das mogliche Potenzial der

neuronalen Umgestaltung der menschlichen Netzhaut.
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Die im Rahmen dieser Habilitation gewonnenen Erkenntnisse iiber Vorkommen und
Charakteristik pramakuldren Gewebes bei Augen mit Makulaschichtforamen und
Pseudoforamen wird als Basis einer neuer klinisch-pathologischen Studie mit Langzeitverlauf
verwendet. Durch Einschluss einer hohen Patientenanzahl und strikter Abgrenzung der
einzelnen Entitdten untereinander (Makulaschichtforamen, Pseudoforamen und iERM-
Foveoschisis) anhand morphologischer Kriterien in der SD-OCT sollen variable klinische
Verldufe der einzelnen Formen identifiziert und verglichen werden. Ziel soll sein, mittels
prognostischer, in der SD-OCT gefundener Faktoren selektiv Patienten auszuwéhlen, die von

einer Vitrektomie mit Entfernung pramakulédren Gewebes und ILM besonders profitieren.

Zudem ist geplant, die pharmakologische Testung therapeutischer Substanzen im
Zellkulturmodell durchzufiihren. Als Alternative zur operativen Makulachirurgie soll hierbei
der Ansatz einer medikamentosen Fibrose-hemmenden Therapie zur Behandlung traktiver

Makulopathien fortgefiihrt und ausgebaut werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die FErgebnisse neue FErkenntnisse zum
pathophysiologischen Verstindnis zur Entstehung traktiver Makulopathien liefern und durch
weitere ankniipfende Untersuchungen eine Verbesserung des operativen Vorgehens erzielt

werden kann.
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6 Zusammenfassung

Diese vorliegende, kumulative Habilitationsschrift beschreibt Vorkommen und
Charakteristika prdmakuldren Gewebes im Bereich der vitreoretinalen Grenzfliche in
Korrelation zu morphologischen Spektral-Domain optischer Kohdrenztomographie (SD-OCT)
Befunden bei traktiven Makulopathien wie dem Makulaschichtforamen und dem
Pseudoforamen der Makula, der Foveoschisis bei idiopathischer epiretinaler Membran
(1IERM-Foveoschisis), dem vollstindig durchgreifenden Makulaforamen, dem idiopathischen
Macular  pucker sowie der proliferativen  Vitreoretinopathie.  Neben  der
differentialdiagnostischen Abgrenzung der nicht-vollstindig durchgreifenden Makuladefekte
untereinander war die Verbesserung des pathophysiologischen Verstiandnisses zur Entstehung
traktiver Makulopathien und sich daraus ableitende neue Therapieoptionen von zentraler
Bedeutung. Da die Pathogenese traktiver Makulopathien in engem Zusammenhang mit
altersbedingten Verdnderungen des Glaskorpers steht, haben die hier vorgelegten
Forschungsarbeiten einen hohen klinischen Stellenwert vor dem Hintergrund des steigenden

Altersdurchschnitts in der Bevolkerung.

Traktive Makulopathien stellen in der Retinologie eine Gruppe von erworbenen
Netzhauterkrankungen dar. Durch morphologische Verdanderungen im Bereich der Stelle des
schérften Sehens fiihren sie bei erkrankten Patienten zu Visusverlust und Verzerrtsehen.
Charakteristisch weisen alle Augen mit traktiven Makulopathien eine traktive prdmakuldre
Membran an der vitreoretinalen Grenzfliche auf. Auch unter dem Begriff epiretinale
Membran (ERM) bekannt, stellt sie eine pathologische, préretinale Ansammlung und
Proliferation von Zellen und Kollagenfasern dar. Durch die Ausbildung antero-posteriorer
oder tangential gerichteter vitreomakuldrer Zugkrifte konnen pramakuldire Membranen zu
schweren epiretinalen, intra- und subretinalen Pathologien fithren. Therapeutisch ist ein
operatives, mikrochirurgisches Vorgehen mit Entfernung der prdmakuldren Membranen und
der ILM von der Oberflache der Netzhaut je nach Auspriagung und Schweregrad die einzig
mogliche Behandlungsoption. Dabei ist die Losung der bestehenden Traktionen das Hauptziel

dieses sogenannten ,,Peelings* wéhrend der vitreoretinalen Makulachirurgie.

Die vorgelegten ausgesuchten Originalarbeiten umfassen klinische Untersuchungen mittels
SD-OCT sowie klinisch-pathologische Korrelationen von chirurgisch exzidierten Praparaten

pramakuldren Gewebes, die mittels Flachschnittprdparation fiir die Phasen- und
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Interferenzmikroskopie, = Immunhistologie = und  Transmissionselektronenmikroskopie
aufbereitet wurden. Auch die Entwicklung eines erfolgreich etablierten Zellkulturmodells ist

gelungen.

Arbeit A ist eine klinisch-pathologische Korrelation von 25 chirurgisch exzidierten
Préaparaten pramakuldren Gewebes und ILM bei 11 Augen mit Makulaschichtforamen und 14
Augen mit Pseudoforamen. Mittels Serienschnitttechnik wurden Flachprédparate fiir
immunhistologische, ultrastrukturelle, interferenz- und phasenkontrastmikroskopische
Untersuchungen angefertigt. Die Bewertung der morphologischen Eigenschaften wurde mit
den Befunden der hochauflosenden SD-OCT korreliert. Die Ergebnisse ergaben in
pramakuldren Membranen der Pseudoforamen dicht gepackte mehrschichtige Zellverbande
aus kontraktilen Myofibroblasten, die eine stark positive Anfirbung von glattmuskuldrem
Aktin (a-SMA) als Marker fiir Myofibroblasten-artige Transdifferenzierung aufwiesen. Bei
Makulaschichtforamen dominierten GFAP-positive sowie CD45- und CD64-positive Zellen,
welche sich elektronenmikroskopisch als dicht gepackte Zellproliferationen aus Fibroblasten
und Hyalozyten iiberwiegend eingebettet in dichte Strdnge von Glaskorperkollagen

darstellten.

In Arbeit B wurde ausschlieBlich Gewebe der Makulaschichtforamen-assoziierten
pramakuldren Proliferation von 10 Augen mit Makulaschichtforamen fiir die direkte
Korrelation immunzytochemischer und ultrastruktureller Ergebnisse durch kombinierte,
fluoreszenz- und immunelektronenmikroskopische Analyse unter Verwendung eines
Immunonanogold-Partikels (Fluoronangold®) aufgearbeitet. Die Ergebnisse der korrelativen
Mikroskopie zeigten eine positive Immunreaktivitit des Gliazellmarkers anti-GFAP sowie der
Hyalozytenmarkern  anti-CD45 und anti-CD64 in allen  Prdparaten.  Mittels
Transmissionselektronenmikroskopie lieBen sich Fibroblasten und Hyalozyten als
Hauptzelltypen identifizieren. Myofibroblasten waren nur in einzelnen Praparaten zu finden.
Daneben stellte sich natives Glaskorperkollagen neben neugebildetem Kollagen als

vorherrschender Kollagentyp dar.

Arbeit C stellt eine klinische, retrospektive SD-OCT basierte Untersuchung von 34 Augen
mit Makulaschichtforamen, welche ausschlieBlich eine atypische Makulaschichtforamen-
assoziierte pramakulédre Proliferation aufweisen, dar. Mittels SD-OCT wurde die Zunahme
der Proliferation, intraretinale Verdnderungen sowie die =zentrale Netzhautdicke im
Zeitverlauf beurteilt und mit klinischen Daten korreliert. Diese Arbeit konnte zeigen, dass

Makulaschichtforamen mit atypischer Makulaschichtforamen-assoziierter pramakulérer
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Proliferation eine Zunahme der Flache dieser Proliferation im Zeitverlauf aufwiesen und eine
signifikante Korrelation mit der Zunahme des maximalen Lochdiameters bestand.
Dartiberhinaus korrelierten die Zunahme des maximalen horizontalen Lochdiameters und das
Vorkommen von Photorezeptorschichtdefekten mit einer schlechteren best-korrigierten

Sehschirfe.

In der Kklinisch-pathologischen Korrelation in ArbeitD wurde bei 4 Augen mit
Makulaschichtforamen, 3 Augen mit durchgreifendem Makulaforamen und 3 Augen mit
Macular pucker das Vorkommen einer gemeinsamen, atypischen pramakuldren Proliferation
in der SD-OCT mittels Immmunfluoreszenz-/ und Elektronenmikroskopie untersucht und
miteinander verglichen. Die Ergebnisse zeigten bei allen untersuchten Augen eine atypische
pramakulédre Proliferation, welche sich in der SD-OCT als eine dicke, isoreflektive Schicht
darstellte. Zusétzlich konnte in der SD-OCT bei allen Augen eine traktive prdmakuldre
Membran gefunden werden. Immunzytochemisch waren die anti-Vimentin und anti-GS
Farbungen stark positiv, ebenso wie anti-GFAP Féarbungen. Positive Immunfiarbungen fiir
anti-CRALBP und fiir die Hyalozyten-Zellmarker anti-CD45 und anti-CD64 waren ebenfalls
in allen Augen nachweisbar. Im Gegensatz dazu war der Myofibroblastenmarker anti-a-SMA
selten positiv. Ultrastrukturell zeigte die pradmakuldre Proliferation unabhingig von der
bestechenden Diagnose eine identisch dicht gepackte Zellzusammensetzung und
Zellcharakteristik im Sinne eines einheitlichen Zell-Phanotyps mit dhnlichen, intrazellulédren,
glialen Merkmalen. Myofibroblasten fanden sich nicht. Die Mehrheit der Pridparate zeigte
analog zum SD-OCT neben der pramakuldren Proliferation auch Anteile einer traktiven

pramakuldren Membran.

In Arbeit E wird die vitreomakulidre Grenzflache immunzytochemisch und ultrastrukturell bei
5 Augen iERM-Foveoschisis (frither als ,,macular pseudohole with stretched edges* oder
»tractional lamellar macular hole* bezeichnet) untersucht und mit 5 Augen mit bekannter
myoper Foveoschisis verglichen sowie mit dem klinischen Verlauf und morphologischen
Charakteristika in der SD-OCT korreliert. Die Befunde der Augen mit iERM-Foveoschisis
und myoper Foveoschisis zeigten bei beiden Formen in allen Pridparaten eine positive
Reaktion auf anti-o-SMA, anti-IBA1 und anti-GFAP. Ultrastrukturell fanden sich bei beiden
Entititen = Myofibroblasten-dhnliche Zellen, Fibroblasten und Hyalozyten sowie
Kollagenstrange, natives Glaskorperkollagen, neu synthetisiertes Kollagen ebenso wie
fibrillare Kollagenprazipitate. In Augen mit iERM-Foveoschisis zeigte sich die ILM mit einer

reguldren Struktur. Ultrastrukturell war nur in Augen mit myoper Foveoschisis die ILM
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partiell rarefiziert und an der retinalen Seite stark zerkliiftet. Darliberhinaus zeigten sich nur
bei einigen Priaparaten der myopen Foveoschisis grof3e retinale Zellfragmente und Anteile der

retinalen Nervenfaserschicht an der ILM.

In Arbeit F erfolgte die Kultivierung pramakuldrer Membranen von 16 Augen mit
idiopathischem Macular pucker mittels Etablierung eines neu erarbeiteten Traktionsmodells.
Dabei wurden morphologische und ultrastrukturelle Eigenschaften untersucht und mit 16
nicht-kultivierten, prdmakuldren Membranen verglichen. Als Ergebnis lieBen sich
Myofibroblasten, Hyalozyten sowie Makro- und Mikrogliazellen als Hauptzelltypen
beschreiben. Die Korrelation von Zeitraffer-Mikroskopie mit der
Immunfluoreszenzmikroskopie identifizierte, schnelle, unidirektional gerichtete, klein
rundliche Zellen als Mikrogliazellen durch positive Immunreaktivitit von anti-IBA1. Sich
langsam bewegende, langlich grofle Zellen wurden als a-smooth-muscle actin (a-SMA)-
positive Myofibroblasten beschrieben. Nach Zellkultur mit Applikation von tangentialer
Traktion wurde eine verstirkte, positive Immunreaktivitit von anti-a-SMA sowie der
verschiedenen Integrine beobachtet. Mittels Transmissionselektronenmikroskopie wurden
nach Zellkultur mit Applikation von tangentialer Traktion Myofibroblasten, Fibroblasten und
Gliazellen beobachtet. Ohne Zellkultur fanden sich iiberwiegend Hyalozyten und Gliazellen

sowie einzelne Myofibroblasten.

Die Arbeit G stellt einen morphologischen und ultrastrukturellen Vergleich 28 chirurgisch
exzidierter, pramakuldrer Membranen von 16 Augen mit idiopathischem Macular pucker und
12 Augen mit proliferativer Vitreoretinopathie dar. Von besonderer Bedeutung war die
Untersuchung neuer immunzytochemischer Marker, welche bei fibrotischen Vorgidngen
mitwirken. Die Ergebnisse zeigten eine unterschiedliche zelluldre und extrazelluldre
Morphologie. Gemeinsam war jedoch das Vorkommen von transdifferenzierten
Myofibroblasten. Es zeigte sich ndamlich in allen Prdparaten eine positive Reaktivitdt der
immunozytochemischen Marker anti-a-SMA, anti-Integrin avB3 wund anti-Galectin.
Ultrastrukturell dominierten bei Augen mit idiopathischem Macular pucker Myofibroblasten,
Fibroblasten und Hyalozyten. Bei Augen mit proliferativer Vitreoretinopathie waren retinale

Pigmentepithelzellen sowie Myofibroblasten die vorherrschenden Zelltypen.

Die Arbeit H stellt eine klinisch-pathologische Fallserie chirurgisch exzidierter Praparate aus
pramakuldrem Gewebe und innerer Grenzmembran von 24 Augen von 24 Patienten mit
groBem durchgreifenden Makulaforamen mit einem Durchmesser von mehr als 400 um dar.

Mittels Immunzytochemie zeigte sich eine positive Immunreaktivitit der neurotrophen
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Wachstumsfaktoren anti-GDNF und anti-CNTF innerhalb der Zellzusammensetzung
pramakuldren Gewebes von chirurgisch exzidierten Praparaten. Aufgrund der gefundenen Ko-
Lokalisationen dieser neurotrophen Faktoren mit den Gliazellmarkern anti-GFAP und anti-
Vimentin wird die Hypothese aufgestellt, dass aktivierte Makrogliazellen wie Miiller-Zellen
neurotrophe Faktoren produzieren. Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie zeigte
sich in der Arbeit eine grofle Vielfalt der Zellzusammensetzung von pramakulédren Zellen, die
als Makrogliazellen und Hyalozyten auf der vitrealen Seite der ILM und nicht innerhalb des

Kollagennetzwerks der ILM selbst identifiziert wurden.

Zusammenfassend ldsst sich aus den hier vorgestellten, diesem Habilitationsprojekt zugrunde
liegen Originalarbeiten ableiten, dass die Abgrenzung von Augen mit Makulaschichtforamen
und Pseudoforamen der Makula auf Grund ihres klinischen Verlaufs und unterschiedlicher
Formen pramakuldren Gewebes in der SD-OCT weiterhin empfohlen wird. Zudem ist eine
neue Entitdt, die iERM-Foveoschisis beschrieben. Die atypische pramakuldre Proliferation
kommt tiberwiegend bei Makulaschichtforamen vor, kann sich selten aber auch in dhnlicher
Zellzusammensetzung bei anderen traktiven Makulopathien zeigen. Das Ausmall der
zelluldren Kontraktilitdt praimakuldren Gewebes ist nach aktuell gewonnenen Erkenntnissen
fir den Therapieerfolg nach vitreoretinaler Chirurgie prognostisch von wesentlicher

Bedeutung.

Bei Augen mit idiopathischem Macular pucker und proliferativer Vitreoretinopathie gibt es
durch das Vorkommen von transdifferenzierten Myofibroblasten bei beiden Erkrankungen
Hinweise auf zelluldire Gemeinsamkeiten in der Pathogenese. Somit unterstiitzen die
Ergebnisse der hier vorgestellten Arbeiten den Ansatz der medikamentosen Fibrose-
hemmenden Behandlung und sollen dariiberhinaus helfen neue Strategien zur
pharmakologischen Hemmung von Fibrose zu entwickeln. Das Vorkommen neurotropher
Wachstumsfaktoren in Ko-Lokalisation mit Gliazellen sowie der Nachweis retinaler
Ganglienzellmaker in pramakulirem Gewebe bei groBBen durchgreifenden Makulaforamina
lasst vermuten, dass aktivierte Miiller-Zellen neurotrophe Wachstumsfaktoren produzieren
und das mogliche Potenzial des neuronalen Remodellings der menschlichen Netzhaut in

Zukunft an Bedeutung gewinnen wird.
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Abbildungsverzeichnis

Abbildung 3.1 Hochauflosende Spektral-Domain optische Kohédrenztomographie (SD-OCT)
Aufnahme eines gesundes rechten Auges eines 30-jahrigen Mannes. (modifiziert nach Abbildung 3.1.,
aus Compera, Denise (2015). Schichtforamen und Pseudoforamen der Makula: hochauflésende
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Abbildung 4.1 (A) Makulaschichtforamen mit ,atypischer Makulaschichtforamen-assoziierten
pramakuldren Proliferation“ (LHEP): (Oben links, oben rechts) Spektral-Domain optische
Kohidrenztomographie Aufnahme einer 70-jdhrigen weiblichen Patientin mit Makulaschichtforamen
und LHEP (Pfeilspitzen); (Mitte links) Positive Immunreaktivitdt des Hyalozytenmarkers anti-CD64
(rot) in Darstellung mit der Zellkernfiarbung 4°,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blau); (Mitte
rechts) Positive Immunreaktivitit des Gliazellmarkers anti-GFAP (griin) in Darstellung mit der DAPI-
Zellkernfarbung (blau); (Unten links) Die Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der
LHEP zeigt eine dicht gepackte Zellproliferation von Fibroblasten und Hyalozyten. (Unten rechts) Die
Detail-Aufnahme des dargestellten Rechtecks aus der Abbildung unten links zeigt Fibroblasten,
welche durch ein reichlich vorhandenes raues endoplasmatisches Retikulum (schwarzer Pfeil)
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Abbildung 4.2 Interferenzmikroskopie, Zellkernfarbung mit 4°,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(blau) und immunzytochemische Farbung der Makulaschichtforamen-assoziierten epiretinalen
Proliferation (LHEP) von Augen mit Makulaschichtforamen. (A) Positive Immunmarkierung mit den
Hyalozytenmarkern anti-CD45 (rot) und anti-CD64 (rot) (B) Positives Immunostaining von anti-
GFAP (griin) und anti-Kollagen Typ I (anti-col-I) (rot). (C) Immunmarkierung mit anti-a-SMA) (rot)
und anti-Kollagen Typ II (anti-col-II) (rot). (D) Negativkontrollprobe mit positiver Zellkernfiarbung,

aber keiner spezifischen Immunreaktivitdt der Zellproliferation. ...........ccceeereeiiiniienieeciieciee e, 28

Abbildung 4.3 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der Makulaschichtforamen-
assoziierten epiretinalen Proliferation (LHEP) unter Verwendung eines Immunonanogold-Partikels
(Fluoronangold®). (A) Dichte Zellagglomeration von Fibroblasten und Hyalozyten, welche auf einem
dicken Glaskorperkollagenstrang (Pfeil) liegen. (B) Innere Grenzmembran (Sternchen) mit feinen
Glaskorperkollagenablagerungen (Pfeil) und diinnen Zellausldufern auf der vitrealen Seite. (C, D)
Natives  Glaskorperkollagen  (Pfeil) mit  GFAP-positiven  Fibroblasten, wie  die

Immunonanogoldfarbung (Pfeilspitze) zeigt. (E) Die kleinen schwarzen Punkte (Pfeil) stellen
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Immunonanogold-Partikel dar, die Kollagen Typ II des Glaskorperkollagens fiarben. (F) Die

Negativkontrolle zeigt eine dichte epiretinale Zellproliferation von fibroblastenartigen Zellen. .......... 29

Abbildung 4.4 (A) Die beiden Boxplots zeigen die Fliche der Makulaschichtforamen-assoziierten
epiretinalen Proliferation (LHEP) von Augen mit Makulaschichtforamen bei Erstvorstellung (baseline)
und zum Zeitpunkt der letzten Nachbeobachtung (last follow-up) dar. Die Zunahme der LHEP-Fldche
zwischen baseline und letztem Follow-up war statistisch signifikant (Wilcoxon-Test, P < 0,001). (B)
Die beiden Boxplots zeigen den maximalen horizontalen Lochdiameter, gemessen auf Hohe der
intraretinalen Spaltbildung des Defekts bei Erstvorstellung (baseline) und zum Zeitpunkt der letzten
Nachuntersuchung (last follow-up). Es zeigte sich eine signifikante Zunahme des maximalen
horizontalen Loch-Diameters im Nachbeobachtungszeitraum (Wilcoxon-Test, P < 0,004). (C) Die
Boxplots veranschaulichen den Zusammenhang zwischen best-korrigierter Sehscharfe (BCVA) und
maximalem horizontalen Loch-Diameter bei Erstvorstellung und zum Zeitpunkt des letzten Follow-
ups. Die Patienten wurden in drei Gruppen eingeteilt: diejenigen, die wihrend der Nachbeobachtung
eine Verschlechterung der BCVA zeigten; diejenigen, die eine stabile BCVA hatten und jene, die im
Nachbeobachtungszeitraum einen Anstieg der BCVA aufwiesen. Die Werte des maximalen
horizontalen Loch-Diameters wurden aus der Differenz zwischen der Werte von letztem Follow-up
und Erstvorstellung berechnet und sind auf der y-Achse angezeigt. Es zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen der Abnahme der BCVA und der Zunahme des maximalen horizontalen Loch-
Diameters sowie zwischen Zunahme des BCVA und Abnahme des maximalen horizontalen Loch-

Diameters (Mann Whitney Test, P = 0,027). .c..cooiiiiiiiiiiieie ettt ettt e seve e sebeeebeeeavee s 31

Abbildung 4.5 Das primakulidre Gewebe prisentiert sich als zweischichtiger Komplex von sowohl
atypischer pramakuldrer Proliferation als auch traktiver pramakuldrer (epiretinaler) Membran. a
Interferenzmikroskopie (in Kombination mit DAPI-Zellkernfarbung) der Flachschnittpréparation der
pramakuldren Proliferation (Sternchen) und der traktiven primakuldren Membran (Bereich zwischen
den Pfeilspitzen). b Transmissionselektronenmikroskopie Aufnahmen mit Darstellung der
pramakuldren Proliferation (Sternchen) und der traktiven primakuldren Membran (Pfeilspitzen), die
das Glaskorperkollagen umschlieBen (Pfeil). ¢ Gleicher Bereich wie im unteren Rechteck von b,
welches die nicht-traktive pramakulédre Proliferation (Sternchen) bei hoherer VergréBerung darstellt. d
Gleicher Bereich wie im oberen Rechteck von b, welches die traktive primakuldre Membran mit
Hyalozyten (Pfeilkopfe) und dazwischenliegendem Glaskorperkollagen (Pfeil) bei hoherer
VErIOBEIUNG ZEIGL. ..eeouviiiiiiiiiieeie et ct et ettt ett e esteeestbeeeebeeebeeesseeessaeesseessseeseseessseeesseeenseeensseessseensns 33

Abbildung 4.6 Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Patienten mit (A-D) myoper
Foveoschisis (mFS) und (G-J) Foveoschisis bei idiopathischer epiretinaler Membran (iIERM-FS). (A)
Innere Grenzmembran (ILM) (Sternchen). (B) Glaskorperkollagenstringe (Pfeil) und fibrilldre
Kollagenprizipitate (FLSC) (Pfeilspitze). (C) Vergréerung von FLSC. (D) Myofibroblastendhnliche
Zelle (Stern). (E) Fibroblast (Stern). (F) Mehrschichtige fibrozelluldre Zellkomposition und ILM

88



Habilitationsschrift Dr. med. Denise Vogt
Anhang

(Stern). (G) Myofibroblasten-dhnliche Zellen (4-zackiger Stern) bei Augen mit iERM-Foveoschisis,
die auf dicken Kollagenstrangen (Pfeil) zu finden sind, welche einer ILM aufliegen (Stern). (H) ILM
(Sternchen) eingebettet in Glaskorperkollagen (Pfeil) (I) FLSC (Pfeilspitze) und Glaskorperkollagen
(Pfeil). (J) VergroBerung von FLSC. (K, L) Hyalozyt (Stern) neben Glaskorperkollagenstrangen. .....34

Abbildung 4.7 Primakuldire Membran in der Zellkultur unter Anwendung tangentialer Traktion.
(al,a2) Spektral-Domain optische Kohirenztomographie-Aufnahmen einer 73-jdhrigen Frau mit
idiopathischem Macular Pucker. (b) Das Interferenzmikroskopische Bild zeigt die flach ausgebreitete
Membran, welche fiir die Zeitraffermikroskopie mittels feinen Nadeln aufgespannt wurde. (c) Positive
Immunmarkierung mit anti-IBA1, einem Mikrogliamarker. (d) Darstellung der Zellkernfarbung 4',6'-
Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blau) in Uberlagerung mit positiver Immunmarkierung von anti-

IBA1 und negativer Immunmarkierung von anti- GFAP...........ccccooviiiiiiiiii e 45

Abbildung 4.8 (Links) Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen pridmakuldrer
Membranen ohne Zellkultur. (a) Hyalozyten auf dicken Kollagenstringen. (b) Hyalozyt (Pfeil) auf
Kollagenstrang (Pfeilspitze). (¢) Vergréferung eines Myofibroblasten, der sich durch intrazellulédre
Aktinfilamente auszeichnet (Pfeil). (d) Vergr6Berung eines Hyalozyten, der durch dichtes Zytoplasma
gekennzeichnet ist. (e) Dicke Kollagenstringe und fibrilldire Prazipitate (Pfeil). (f) Innere

Grenzmembran (STEIMCHEI).......cuiiiiiiiiieiieectieeiee et et e et e ettt eeebeesebeesebeessseeesbeeesseesseessseessseessseesnseeas 47

Abbildung 4.9 Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie, Fluoreszenzmikroskopie und
immunzytochemische Farbung zusammen dargestellt mit der Zellkernfirbung von 4',6'-Diamidino-2-
phenylindole (DAPI) (blau) von pramakuldren Membranen von Augen mit idiopathischem Macular
Pucker (iMP) und proliferativer Vitreoretinopathie (PVR). (A) Die pramakuldren Zellen zeigen eine
positive Immunreaktivitdt von anti- RCA-I (rot), anti-a-SMA (griin) und anti-Integrin-a (rot) in Augen
mit iMP. (B) Positives immunostaining von anti-EMMPRIN (rot), anti-Integrin-aV (griin) und anti-
Galectin-1 (rot). (C) Positive Immunreaktivitit von anti-CD45 (rot), anti-ILB4 (griin) und anti- TGF-
(griin). (D) Pramakulédre Zellen in Augen mit PVR zeigen eine positive Immunreaktivitdt von anti-
EMMPRIN (rot), anti-integrin-aV (griin) und anti-aSMA (rot) (E) Positive Immunmarkierung von
anti-RCA-I (rot), anti- UEA I/ Lectin (griin) und a-SMA (rot). (F) Positive Immunreaktivitit von anti-
GFAP) (rot), anti-CD68 (griin) und anti- CK8 (rot). (G) Negativkontrollen fiir anti-Cy5 (rot), anti-Cy2
(2UN) UNA ANEIZCY3 (FO). verenriieiiieitie ettt esie e et eeeteeeeteeeteeeteeesebeessbeessseessseeassesaseeessssesseessseesssessssesaseeas 48

Abbildung 4.10 (Links) Beispiel eines Auges mit idiopathischem Macular pucker. (A,B) Spektral-
Domain optische Kohidrenztomographie-Aufnahmen einer 73-jahrigen Frau mit idiopathischem
Macular pucker. (C) Die Transmissionselektronenmikroskopie der pramakuldren Membran zeigt einen
Myofibroblasten (rotes Sternchen) auf einem nativem Glaskorperkollagenstrang (blaues Sternchen).

Im vergroBerten Ausschnitt sind subplaslemmale Kondensationen (rote Pfeile) zu sehen, die fiir eine
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Myofibroblast charakteristisch sind. (D) Die Transmissionselektronenmikroskopie stellt fibrilldre

Prazipitate (roter Pfeil) dar, welche in einen dicken Glaskérper-Kollagenstrang eingebettet sind........ 49
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