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1 Einleitung

Die Erstbeschreibung der sogenannten Palisadenendigungen (PE),
Nervenendigungen im Muskelsehnenibergang (MSU) der extraokularen
Muskeln (EOM), im Jahre 1906 liegt schon mehr als 100 Jahre zurick (Dogiel
1906). Doch noch heute ist man sich trotz modernster Untersuchungstechniken
Uber die Funktion dieser nur in den EOM vorkommenden Nervenendigungen
nicht im Klaren. Verschiedene experimentelle Vorstole entdeckten
Eigenschaften der Nervenendigungen, die teils flr eine sensorische, teils fur eine
motorische Funktion ebendieser sprechen. Die Lage und der Aufbau der PE
sowie das Fehlen klassischer propriozeptiver Organe favorisieren eine
sensorische Funktion (Buttner-Ennever et al. 2006). Andere Studien zeigten,
dass die PE die fur motorische Zellen klassische Cholinacetyltransferase (ChAT)
sowie zum Teil auch alpha-Bungarotoxin an deren postsynaptischer Membran
exprimieren (Blumer et al. 2009). Calretinin (CR), ein Calcium-bindendes Protein,
das auch in sensorischen Zellen vorzufinden ist, wird von einer Untergruppe der
PE im M. rectus medialis (MR) des Rhesusaffen exprimiert. Im M. rectus lateralis
fehlt diese Untergruppe (Lienbacher et al. 2018). Dies konnte auf eine
spezialisierte Rolle der CR-positiven PE bei der Konvergenzbewegung der
Augen hindeuten (Lienbacher et al. 2018). Die EOM des Menschen sind durch
verschiedene Nerventypen innerviert. Darunter fallen die twitch-Muskelfasern
(MF), die nur von einer einzigen en-plaque Nervenendigung innerviert werden
(SIF = single innervated fibers) sowie die non-twitch MF, die multipel von en-
grappe Nervenendigungen (MIF = multiply innervated fibers) innerviert werden
(Mayr 1971).

Das spezifische Ziel dieser Untersuchung war es zum einen herauszufinden, zu
welchen Anteilen CR-positive PE im menschlichen MR vorliegen. Zum anderen
untersuchte ich die CR-positiven PE im MR auf ihre Assoziation zu Fast-Myosin-
exprimierenden MF, die den SIF zugeordnet werden, und Slow-Myosin-
exprimierenden MF, die mit den MIF assoziiert werden. Zudem verglich ich
jeweils die Muskelpraparate menschlicher Korperspender ohne bekannte

Augenerkrankung mit Operationsresektaten von Strabismus-Patienten.
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2 Stand der Forschung
2.1 Anatomie der extraokularen Muskulatur

2.1.1 Makroanatomie und Funktion

Die extraokulare Muskulatur (EOM) nimmt in vielerlei Hinsicht eine einzigartige
Rolle unter den Muskeln der Saugetiere ein (Schiavi 2016). Anpassungen auf
molekularer und histologischer Ebene ermoglichen eine aulerordentliche
Schnelligkeit mit gleichzeitiger Prazision und Ausdauer, wie sie durch kaum eine
andere Muskelgruppe im menschlichen Koérper realisiert werden kann (Schiavi
2016). Dies sind Voraussetzungen fir eine stabile und zugleich scharfe
Abbildung eines betrachteten Objektes auf der Netzhaut. Das betrachtete Objekt
muss daflr innerhalb eines Radius von 0,5° um das Zentrum der Fovea, dem
Bereich des scharfsten Sehens, liegen. Bei einer davon um 2° abweichenden
Lage sinkt die Sehscharfe bereits um 50% (Leigh und Zee 2006). Im Laufe der
Evolution haben sich in Wirbeltieren sechs extraokulare Augenmuskeln
entwickelt, die am Augapfel ansetzen und das scharf darzustellende Objekt auf
die beim Menschen nur 1,5 mm Durchmesser grol3e Fovea abbilden (Aumdller
et al. 2010). Es werden vier gerade verlaufende Muskeln von zwei schrag
verlaufenden Muskeln unterschieden (Abb. 1). Zu Ersteren gehdren der M. rectus
medialis (MR), der M. rectus lateralis (LR), der M. rectus inferior (IR) sowie der
M. rectus superior (SR). Die beiden schrag verlaufenden Muskeln sind der M.

obliquus superior und der M. obliquus inferior (Aumdiller et al. 2010).

Die jeweilige Funktion der einzelnen Muskeln hangt vom Ansatz, dem Verlauf
innerhalb der Orbita und dem Ort des Inserierens am Augapfel ab. Die vier
geraden Muskeln verlaufen vom Anulus tendineus communis nach frontal zu
ihren Anséatzen vor der Aquatorebene am Bulbus. Durch ihre Lage sind LR und
MR grundsatzlich muskulare Gegenspieler und fir Abduktion (LR) bzw.
Adduktion (MR) zustandig. Macht man sich aber bewusst, dass beispielsweise
bei einer Abduktion des rechten Auges gleichzeitig eine Adduktion des linken
Auges erfolgen muss, so kdnnen MR und LR auch als Synergisten angesehen
werden. Eine Elevation wird durch den M. rectus superior, eine Depression durch
den M. rectus inferior bewirkt (Aumduller et al. 2010).



Stand der Forschung 10

M. obliquus superior
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Abbildung 1: Anatomie der extraokuldaren Muskulatur: Darstellung eines rechten Auges und der
extraokularen Muskeln mit Ansatz, Verlauf und Insertion am Bulbus mit Sicht von cranial (A) und lateral (B).
Mit freundlicher Genehmigung von © Elsevier GmbH, Urban & Fischer, Miinchen.

Da die knécherne Augenhohle mit einem Winkel von ca. 23° leicht nach lateral
gerichtet ist, stehen auch die beiden parallel dazu verlaufenden Muskeln IR und
SR bei Blick ,geradeaus” in 23° zur nach vorn gerichteten Sehachse und
ermdglichen diesen Muskeln zusatzliche Funktionen. So hat der SR Anteil an der
Adduktion und Innenrotation des Auges, wohingegen Adduktion und
AulBenrotation durch den IR unterstutzt werden (Porter et al. 1995; Aumdiller et
al. 2010; Buttner-Ennever 2006). Der Ursprung des M. obliquus inferior ist die
Wand der Maxilla am vorderen medialen Rand der Orbita. Von dort zieht er
schrag nach dorsolateral und setzt hinter der Aquatorlinie am unteren Rand des
Bulbus an (Benninghoff 2014). Seine Hauptaufgabe ist die Aul3enrotation. Er
wirkt aber auch zusatzlich als Elevator und Abduktor des Auges (Porter et al.
1995; Aumdller et al. 2010). Der M. obliquus superior hingegen entspringt dem
Anulus tendineus communis und verlauft mit seiner Sehne durch die Trochlea
musculi obliqui superioris, ein am medialen Orbitarand gelegener Ring aus
Fasern und Knorpel (Abb. 1). Mit seinem hinter der Aquatorlinie und lateral der
Sehachse liegendem Ansatz am oberen Teil des Bulbus ist er essenziell fur die
Innenrotation. Zudem ist er an der Depression und Abduktion des Auges beteiligt
(Aumdller et al. 2010; Buttner-Ennever 2006). Der tUbrige Raum in der Orbita ist
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neben dem Bulbus und den EOM mit Nerven, BlutgefaRen und Fettgewebe
gefullt (Aumduller et al. 2010).

2.1.2 Mikroanatomie

Vor allem auf mikroanatomischer Ebene zeigen die EOM Unterschiede zur
skelettalen Muskulatur, als auch untereinander sowie im eigenen Faserverlauf
bezuglich physiologischer, morphologischer, immunzytochemischer und
histochemischer Eigenschaften (Spencer und Porter 2006). So findet man bei
den EOM eine innere, dem Augapfel anliegende globale Schicht, die vor ihrem
Ansatz in die Sklera des Bulbus in eine Sehne Ubergeht (Abb. 2) (Demer et al.
2000). In diesem Muskelsehnenibergang (MSU) befinden sich die hier
untersuchten Palisadenendigungen (PE) (siehe Kapitel 2.2.4) (Buttner-Ennever
et al. 2001).

pulley

orbital layer MS /%

global layer

Abbildung 2: Schematische Darstellung der orbitalen (orbital layer) und globalen Schicht (global layer) der
extraokularen Muskulatur sowie der Lokalisation der Palisadenendigungen (PE). Mit freundlicher
Genehmigung von © Springer-Verlag GmbH, Heidelberg.

Daneben existiert eine aulRere orbitale Schicht. Diese legt sich C-férmig um die
globale Schicht und inseriert, ohne einen sehnigen Anteil auszubilden, direkt in
sogenannte Pulleys (Demer 2000; Spencer und Porter 2006). Diese bestehen
aus Kollagen, elastischen Fasern und glatter Muskulatur und stellen eine Art
spezialisierte Muskelkapsel dar. Die Pulleys halten die Zugrichtung der geraden

EOM in gleichbleibenden Bahnen relativ zur Orbitawand. Sie dienen der
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Stabilisierung der Augenmuskeln bei schnellen Bewegungen und verhindern ein
seitliches Abgleiten der Augenmuskeln (Demer et al. 1995; 1997). Im Jahr 2000
wurde von Wasicky erstmals eine weitere, dritte Schicht erwahnt, die er “marginal
layer” nannte. Diese ist an der Aulenseite der orbitalen Schicht lokalisiert
(Wasicky et al. 2000). Die beiden Kompartimente, die globale und die orbitale
Schicht, gewahrleisten durch einen spezialisierten strukturellen Aufbau die
Funktion der EOM (Spencer und Porter 2006). Darunter kommt insbesondere der
muskularen Zusammensetzung mit verschiedenen Muskelfasertypen eine grolde
Bedeutung zu. Bei den EOM hat sich im Vergleich zur skelettalen Muskulatur
eine gesonderte Einteilung in insgesamt sechs verschiedene Muskelfasertypen
ergeben. Die Einteilung berlcksichtigt die Lage im Kompartiment, die
Ausstattung mit Mitochondrien, sowie die Art der Innervation (Spencer und Porter
2006). Es findet sich eine breite Expression verschiedenster Myosin-
Schwerketten, wie sie einzigartig unter der Muskulatur ist (Hoh 2020). Zudem
treten innerhalb derselben Muskelfaser (MF) haufig unterschiedliche Myosine auf
(Spencer und Porter 2006).

Anhand der Innervierung differenziert man bei den MF prinzipiell zwischen den
SIF (engl.: singly innervated fiber) einerseits und den MIF (engl.: multiply
innervated fiber) andererseits (Namba et al. 1968; Mayr 1971). Die am mittleren
Drittel der SIF vorliegenden en-plaque Nervenendigungen entsprechen dabei am
ehesten denen der skelettalen Muskulatur. Dabei wird das Aktionspotential
entlang der MF weitergeleitet und es kommt zu einer schnellen Kontraktion der
gesamten MF. Deshalb spricht man auch von twitch-Fasern. Die Ausstattung der
SIF mit vorrangig schnellen Myosinen gewahrleistet hierbei die sofortige
Umsetzung der Kontraktion (Spencer und Porter 2006). Die gro3en SIF-
Motoneurone liegen innerhalb der Augenmuskelkerne im Hirnstamm (Buttner-
Ennever et al. 2001). Die an den MIF liegenden multiplen en-grappe Endigungen
reihen sich im Unterschied zu den SIF entlang der gesamten Lange einer MF auf.
Hier werden nur lokale Potentiale an der MF generiert. Zudem werden in MIF
langsame Myosine exprimiert (Spencer und Porter 2006). Es kommt dadurch zu
einer langsamen Kontraktion der MF (Bondi und Chiarandini 1983; Buttner-
Ennever et al. 2001). Man spricht von sogenannten non-twitch-Fasern. Dabei

weisen die in der orbitalen Schicht liegenden MIF eine zusatzliche zentrale
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en-plaque Endigung auf, wodurch es zZu unterschiedlichen
Kontraktionseigenschaften entlang des Verlaufs der MF kommt (Jacoby et al.
1989; Horn und Straka 2021). Die Innervation der MIF erfolgt durch kleinere
Motoneurone, die in der Peripherie der Augenmuskelkerne liegen (Buttner-
Ennever et al. 2001). Dabei liegen die MIF-Motoneurone des MR und IR in der
sogenannten C-Gruppe dorsomedial zum N. oculomotorius (Buttner-Ennever et
al. 2001). MIF wurden neben den EOM ausschliel3lich in wenigen spezialisierten
Muskeln gefunden wie beispielsweise im M. tensor tympani (Spencer und Porter
2006; Fernand und Hess 1969). In der orbitalen Schicht teilen sich die Anteile in
80% SIF und 20% MIF. In der globalen Schicht liegen sie im Verhaltnis 90% SIF
zu 10% MIF vor (Spencer und Porter 2006).

2.2 Innervation der extraokularen Muskulatur

Bei der Innervation der Augenmuskeln wird zwischen motorischen Efferenzen
und sensorischen Afferenzen unterschieden. Die vorliegende Untersuchung

befasst sich mit den PE, deren Funktion bisher nicht eindeutig geklart ist.

2.2.1 Motorische Innervation

Die motorische Innervation der EOM erfolgt durch drei Hirnnerven:

1. N. oculomotorius (N.Ill): Das Kerngebiet des N. oculomotorius liegt im
Mesenzephalon, aus dem die Nervenfasern aus der Fossa
interpeduncularis aus dem Hirn austreten und durch den Sinus
cavernosus und die Fissura orbitalis superior in die Orbita ziehen. Hier teilt
sich der Nerv auf. Der Ramus superior innerviert den M. levator palpebrae
superioris und den M. rectus superior. Der Ramus inferior versorgt die
Muskeln MR, IR und M. obliquus inferior. Zusatzlich versorgt der N.
oculomotorius die im Augenbulbus gelegenen Muskeln M. ciliaris und M.

sphincter pupillae mit parasympathischen Fasern (Aumidiller et al. 2010).
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2. N. trochlearis (N.1V): Der vierte Hirnnerv, N. trochlearis, entspringt dem
Mesenzephalon dorsal und zieht nach Durchquerung des Sinus
cavernosus an der Oberseite der Orbita entlang, um den M. obliquus
superior zu innervieren (Aumdiller et al. 2010).

3. N. abducens (N.VI): Der N. abducens, der sechste Hirnnerv, hat seinen
Ursprung im Tegmentum auf pontiner Ebene. Seine Fasern durchlaufen
den Sinus cavernosus zentral und ziehen durch den Anulus tendineus
communis. Danach legen sie sich dem M. rectus lateralis an und

innervieren ebendiesen (Aumdiller et al. 2010).

2.2.2 Sensible Innervation

Die sensible Innervation der extraokularen Muskulatur erfolgt grundsatzlich durch
den N. Trigeminus, den 5. Hirnnerv (Alvarado-Mallart et al. 1975; Aumdliller et al.
2010).

2.2.3 Propriozeptive Innervation

Propriorezeptoren dienen im Allgemeinen dazu, die Stellung der Gelenke, den
Tonus der Muskulatur und die Spannung innerhalb der Sehnen zu detektieren
(Welsch 2010). Im Gegensatz zur skelettalen Muskulatur existieren in den EOM
bezuglich der Propriozeption viele unterschiedliche Meinungen und ungeklarte
Fragen. Auch heute lasst sich die Problematik auf die von Ruskell 1999

aufgefiihrten drei Faktoren zurickfihren (Ruskell 1999):

1. Die in Skelettmuskeln befindlichen propriozeptiven Organe lassen sich in
den EOM nur zum Teil, in veranderter Form oder gar nicht vorfinden.

2. Innerhalb der einzelnen untersuchten Spezies fallen gro3e Unterschiede
bezuglich dieser propriozeptiven Organe in den EOM auf.

3. Auch die zugrunde liegende neuronale Innervation ist speziesabhangig.

Um Doppelbilder zu verhindern, bedarf es einer schnellen, akkuraten
Adjustierung der Bulbusstellung. Das Gehirn ist also auf Feedback-Mechanismen
und die Generierung propriozeptiver Informationen angewiesen, um die

bendtigten Informationen fur eventuelle Korrekturen zu gewinnen. Auch
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langfristig ist eine Propriozeption der Augenbewegung fur die Kalibrierung der

motorischen Efferenzen wichtig (Porter et al. 1995).

In der Theorie existieren fur das Gehirn drei verschiedene Maoglichkeiten, um die
entsprechenden Informationen zu erhalten (Porter et al. 1995). Zum einen durch
visuelle Informationen des primaren visuellen Kortex, die allerdings mit einer
relativ langen Latenzzeit einhergehen. Zum anderen durch die Kopie der
ausgehenden Efferenzen (Outflow-Theorie), auch als corollary discharge
bekannt (Helmholtz 1866; Sperry 1950). Diese zeigt nur eine kurze Latenz auf,
stellt dafur aber nur eine Kopie der beabsichtigten Bewegung dar. Dennoch
scheinen Bewegungen basierend auf der corollary discharge genaue
Informationen Uber die Augenposition gewahrleisten zu kénnen (Guthrie et al.
1983). Weiter ist eine Informationsgewinnung Uber die Veranderung der
Augenstellung durch propriozeptive Organe innerhalb der EOM denkbar (Porter
et al. 1995).

Mittlerweile liegen einige Belege flr die Existenz propriozeptiver Signale von den
EOM im primaren somatosensorischen Kortex von Affen vor (Wang et al. 2007)
(siehe Kapitel 6.1). Ebenso gelang der Nachweis eines Dehnungsreflexes der
EOM, der das Vorhandensein propriozeptiver Informationen erfordert (Dancause
et al. 2007). Auch wurden mittels funktioneller Magnetresonanztomographie des
menschlichen Cortex wahrend aktiven und passiven Augenbewegungen
Aktivitatsnachweise des somatosensorischen sowie des motorischen und
pramotorischen Areals erbracht. Es existiert folglich eine Reprasentation
propriozeptiver Informationen, die - vergleichbar zu der zerebralen Verarbeitung
der propriozeptiven Information der skelettalen Muskulatur - bilateral verarbeitet
wird. Die starke Vernetzung des somatosensorischen Kortex mit motorischen
und pramotorischen Arealen konnte das Zusammenspiel propriozeptiver
Informationen mit der corollary discharge widerspiegeln (Balslev et al., 2011). Auf
welche Art und Weise diese propriozeptiven Informationen in den EOM generiert
werden, ist bislang nicht eindeutig geklart.

Die klassischen Propriorezeptoren in der skelettalen Muskulatur sind
Muskelspindeln (MS) und Golgi-Sehnenorgane (GSO) (Welsch 2010). MS, deren

Aufgabe die Messung der Lange der MF ist, sind als Dehnungsrezeptoren
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parallel zu den MF zu finden (Abb. 3). Eine bindegewebige Kapsel umgibt zwei
Arten sogenannter intrafusaler MF, die Kernketten- und Kernsackfasern. Deren
Kerne liegen in der Aquatorebene der MS. Hier werden sie von sensorischen
Nervenfasern umwickelt und generieren propriozeptive Dehnungsinformationen.
Der myofibrillenhaltige kontraktile Abschnitt der intrafusalen MF befindet sich an
den auleren Enden der MS. Dort setzen die Gamma-Motoneurone an, die die
MF motorisch innervieren. Dies ist notwendig, um eine Anpassung der MS an die

dynamischen Veranderungen der extrafusalen MF zu sichern (Welsch 2010).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Muskelspindel. Dargestellt sind intrafusale Fasern (orange)
innerhalb der Kapsel, umgeben von extrafusalen Muskelfasern (braun). Von rechts zieht die nervale
Innervation der Muskelspindel ein. Mit freundlicher Genehmigung von © Elsevier GmbH, Urban & Fischer,
Munchen.

MS lassen sich nur zum Teil in den EOM von Saugetieren finden, zum Beispiel
bei Schafen und anderen Paarhufern (Maier et al. 1974; Ruskell 1999). In
anderen Spezies wie beispielsweise Katzen und Ratten fehlen sie vollstandig
(Maier et al. 1974; Billig et al. 1997). Beobachtungen, dass MS in den
menschlichen EOM so zahlreich wie in skelettaler Muskulatur vorkommen, lief3en
vorerst auf eine gewohnte propriozeptive Funktion dieser schlieRen (Lukas et al.
1994; Cooper und Daniel 1949). Die Anzahl gezahlter MS in den EOM in friheren
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Untersuchungen konnte jedoch haufig zu hoch angesetzt und somit deren
Beitrag zur Propriozeption Uberschatzt worden sein (Ruskell 1999; Friedrich et
al. 2007). Eine detaillierte Untersuchung der MS in den EOM beim Menschen von
Blumer et al. im Jahre 2006 zeigte zudem deutlich veranderte MS mit teils
fehlender Innervation oder abnormalen intrafusalen MF, die sich auch in
kindlichen Augenmuskeln fanden (Blumer et al. 2006). Sie kdnnen also nicht als
altersbedingte Veranderungen interpretiert werden (Bruenech und Ruskell 2001;
Blumer et al. 1999). Somit muss die Funktion der MS, die in der EOM in nur sehr
variablem Ausmal} vorliegen und teils verandert sind, hinterfragt werden
(Buttner-Ennever 2006).

Neben den MS existieren in skelettaler Muskulatur die sogenannten Golgi-
Sehnen-Organe (GSO) (Abb. 4). Diese liegen im MSU in Reihe zu den MF und
sind in der Lage, Uber freie Nervenendigungen die Dehnung der Sehne und somit
die Spannung des Muskels zu detektieren. Die Kollagenfasern sind zum einen
mit den MF und zum anderen mit der Kapsel des GSO verbunden und werden
eng von aufgezweigten Nervenendigungen umflochten. Bei einer
Dehnungsanderung der Kollagenfasern kommt es im afferenten Nerv zum
Aktionspotential. Unmittelbare neuromuskulare Kontakte existieren nicht (Zelena
und Soukup 1977; Welsch 2010).

Mit Ausnahme von Paarhufern, wie Schafen, liegen keine Funde von GSO in den
EOM vor (Billig et al. 1997; Ruskell 1990, 1999; Buttner-Ennever 2006; Blumer
et al. 2006). Die in den EOM von Paarhufern gefundenen GSO weisen jedoch
teils untypische intrakapsulare MF auf (Ruskell 1990; Blumer et al. 2006), ahnlich
wie bei sich noch entwickelnden GSO in den Beinmuskeln von Ratten, und
konnte als ein Zeichen von Unreife interpretiert werden (Zelena und Soukup
1977; Ruskell 1990). In den menschlichen EOM konnten bisher allenfalls
fragliche Funde von GSO erhoben werden (Richmond et al. 1984; Sodi et al.
1988, Bruenech und Ruskell 2000; Blumer et al. 2006). Zusammenfassend
scheinen die GSO im Augenmuskel eine unbedeutende Rolle bei einer

propriozeptiven Funktion zu spielen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Golgi-Sehnenorgans. Dieses steht in Kontakt mit Muskulatur
(M) und Sehne (S). Es erfolgt eine nervale Innervation (N) der Kollagenfasern (Sternchen). Mit freundlicher
Genehmigung von © Elsevier GmbH, Urban & Fischer, Miinchen.

2.2.4 Palisadenendigungen

In den EOM existiert daneben noch ein weiterer Kandidat mit einer moglichen
propriozeptiven Funktion: Die Palisadenendigungen (PE) (Buttner-Ennever et al.
2006). In den meisten untersuchten Saugetieren einschliellich dem Menschen
lasst sich diese, auch ‘“innervated myotendinous cylinders" genannte
Nervenendigung, ausschlieBlich im MSU der EOM konstant vorfinden (Ruskell
1978; Alvarado-Mallart et al. 1979; Blumer et al. 1998; Lukas et al. 2000;
Eberhorn et al. 2005; Paduca 2017). Die Zellkérper der PE liegen zusammen mit
den MIF-Zellkérpern in der C-Gruppe nahe dem Kerngebiet des N. oculomotorius
(Buttner-Ennever et al. 2001; Lienbacher et al. 2011). Die PE als solche befinden
sich im distalen und proximalen MSU der globalen Schicht (Buttner-Ennever et
al. 2001). Die Axone der PE ziehen von den MF kommend Richtung Sehne und
vollfihren am MSU eine Drehung um 180°, um sich in mehrere feine Aste

aufzuzweigen (Abb. 5). Diese Nervenendigungen setzen sich dem Ende einer
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MF wie eine Kappe auf (Billig et al. 1997; Lukas et al. 2000). Bereits 1906 konnte
dies Dogiel mit einer einfachen Silber-Farbung nachweisen (Abb. 5) (Dogiel
1906).

Abbildung 5: Eine Tusche-Zeichnung von A.S. Dogiel aus dem Jahre 1906 zeigt die Silber-Farbung einer
Palisadenendigung. Mit freundlicher Genehmigung von © Springer-Verlag GmbH, Heidelberg.

PE sind von einer Kapsel umgeben, die sowohl das Ende der assoziierten MF
als auch den Beginn der Sehne miteinschliel3t, wobei die Nervenenden Kontakte
sowohl mit der MF als auch mit der Sehne ausbilden (Lukas et al. 2000; Konakci
et al. 2005). Die GroRRe einer PE belauft sich auf ca. 40-50 um. Schatzungen zur
genauen Anzahl der PE variieren, wobei Einigkeit dariiber besteht, dass diese im
MR am hoéchsten ist (Blumer et al. 2016). Es gibt zudem deutliche Unterschiede
bezlglich der Anzahl der PE zwischen den verschiedenen Spezies, wobei vor
allem bei Tieren mit seitlich-stehenden Augen eine verminderte Anzahl der PE

zu finden ist, sofern sie dort Gberhaupt existieren (Blumer et al. 2016).

Bislang wurde bei allen darauf untersuchten Spezies eine Assoziation der PE
ausschlieBlich mit den langsam kontrahierenden MIF beschrieben (Lukas et al.
2000; Bdattner-Ennever et al. 2001; Konakci et al. 2005). Neueste
Untersuchungen beim Menschen von Andreas und Laessing liefern jedoch
Hinweise fur eine Assoziation der PE auch mit Fast-Myosin-exprimierenden SIF
(Laessing 2013; Andreas 2021).

Die genaue Funktion der PE ist bisher noch ungeklart. Manche morphologische
und histochemische Eigenschaften befirworten eine motorische, andere eine
sensorische Rolle. Die anatomische Lage im MSU sowie die strukturelle
Verwandtschaft zu GSO sprechen fur eine propriozeptive Funktion der PE. Die
PE und GSO sitzen beide am MSU und bilden enge Kontakte mit der Sehne aus
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(Konakci et al. 2005; Schoultz 1972). Wie PE weisen auch GSO zu Beginn ihrer
Entwicklung neuromuskulare Kontakte auf. GSO verlieren diese jedoch im
Verlauf ihrer Entwicklung, wohingegen PE - zumindest teilweise - im Gegensatz
zu adulten GSO diese neuromuskularen Kontakte ausbilden (Abb. 6) (Zelena und
Soukup 1977; Alvarado-Mallart und Pincon-Raymond 1979; Konakci et al. 2005).

Es liegen also Ahnlichkeiten der PE zu sich entwickelnden GSO vor.

GSO (21g) GSO (3d) GSO (5d) adulte PE

Abbildung 6: Schematische Darstellung sich entwickelnder Golgi-Sehnenorgane (GSO) und einer adulten
Palisadenendigung: Die GSO sind in den verschiedenen Entwicklungsstufen im Alter des 21.
Gestationstages (21g), drei Tage nach Geburt (3d) und finf Tage nach Geburt (5d) dargestellt. Daneben ist
eine adulte Palisadenendigung (PE) gezeichnet. Mit freundlicher Genehmigung von © Springer-Verlag
GmbH, Heidelberg.

In Untersuchungen beim Affen wurden weder bei neurotendindsen noch bei
neuromuskularen Kontakten der PE eine Basallamina gefunden, ebenso wenig
bei Katzen und Schafen (Ruskell 1978; Alvarado-Mallart und Pincon-Raymond
1979; Blumer et al. 1998). Das konnte als Hinweis auf eine sensible Funktion der
PE interpretiert werden, ahnlich wie bei den sensorischen neuromuskularen
Kontakten in MS, die keine Basallamina aufweisen (Lukas et al. 1994; Rungaldier
et al. 2009). Bei Katzen und Schafen zeigten die neuromuskularen Kontakte nur
eine Breite von 30 — 40nm auf (Alvarado-Mallart und Pincon-Raymond 1979,
Blumer 1998). Dies entspricht der Breite sensibler Synapsen in MS (Lukas et al.
1994; Rungaldier et al. 2009).
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Nahezu alle neurotendindsen Synapsen von PE bei Katzen und Primaten weisen
keine alpha-Bungarotoxin-Bindung auf (Lukas et al. 2000; Konakci et al. 2005;
Blumer et al. 2009), im Unterschied zu den neuromuskularen Synapsen der PE
(Konakci et al. 2005; Blumer et al. 2000, 2016). Beim Menschen besitzen die
Synapsen der PE alle histochemischen Voraussetzungen fir eine exozytotische
Funktion, jedoch ohne die entsprechenden postsynaptischen Acetylcholin-

Rezeptoren (Blumer et al. 2020).

FUr eine motorische Funktion spricht der von den PE benutzte Transmitter
Acetylcholin. Konakci und Kollegen fand 2005 heraus, dass PE beim Affen
Cholinacetyltransferase =~ (ChAT)-Immunreaktivitat  aufweisen, wie  sie
klassischerweise in motorischen Endplatten vorzufinden ist, was auch bei Katzen
und Schafen zutrifft (Konakci et al. 2005; Rungaldier et al. 2009). Funktionelle
cholinerge neuromuskulare Kontakte der PE wurden durch die Prasenz
postsynaptischer Acetylcholin-Rezeptoren uber die Bindung von alpha-
Bungarotoxin in verschiedenen Spezies, einschlieBlich Affen und Menschen,
nachgewiesen ( Lukas et al. 2000, Blumer et al. 2001; 2009; 2016; 2020; Khanna
et al. 2003). Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die
motorischen Terminalen der en-grappe und en-plaque Endigungen der MIF und
SIF eine Basallamina enthalten (Blumer et al. 2009). Auch bezuglich der Breite
der Synapsen liegen unterschiedliche Forschungsergebnisse vor. So ergaben
ultrastrukturelle Untersuchungen beim Menschen einen synaptischen Spalt von
50nm Breite. Dies stellt eine Eigenschaft motorischer Endplatten dar (Lukas et
al. 2000). Eine motorische Rolle der PE wird weiterhin durch die Lokalisation ihrer
Zellkorper unterstitzt, die in den peripheren Gruppen der Augenmuskelkerne
liegen, wo die MIF-Motoneurone lokalisiert sind (Buttner-Ennever et al. 2001;
Lienbacher et al. 2011; Zimmermann et al., 2010). Fur eine propriozeptive
Funktion der PE hatte man die Zellkérper im Trigeminus-Ganglion erwartet
(Lienbacher 2012). Zudem lieferte Blumer und Kollegen in Untersuchungen bei
Katzen Hinweise fur eine Innervation der PE und MIF Uber dasselbe Axon
(Blumer et al. 2020).
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Interessanterweise zeigte Lienbacher et al., dass eine Teilpopulation der PE im
MR und IR bei Affen und Menschen das Calcium-bindende Protein Calretinin
(CR) exprimiert (Lienbacher et al. 2018; Sanger 2018).

Trotz Fortschritten in der Aufklarung der genaueren Anatomie mit Identifikation
der Lage ihrer Zellkorper ist die Funktion der PE bislang immer noch unklar
(Buttner-Ennever et al. 2006).

2.3 Augenbewegungen und Augenbewegungsstorungen

2.3.1 Physiologische Augenbewegungen

Augenbewegungen haben grundsatzlich zwei Funktionen (Leigh und Zee 2006).
Zum einen sorgen sie fur ein dauerhaft scharfes Bild, indem sie den Blick bei
Eigenbewegungen oder Bewegungen des visuellen Umfelds stabilisieren. Dazu
dienen der Vestibulookulare Reflex, der Optokinetische Reflex, sowie visuelle
Fixierung und Folgebewegungen (Leigh und Zee 2015; Grehn 2019). Zum
anderen dienen Augenbewegungen zur Erfassung von Blickzielen - unabhangig
von einer Kopfbewegung. Hierzu zahlt man Sakkaden und die Vergenzbewegung
(Leigh und Zee 2006).

Der Vestibulookulare Reflex sorgt fur die Stabilisierung des Blickes bei einer
Kopfbewegung (Grehn 2019). Die Bogengange im Innenohr dienen dabei als
Detektoren der Veranderung der Kopfhaltung und fihren in kiirzester Zeit zu
einer kompensierenden Bewegung der Augen (Leigh und Zee 2006). Durch seine
minimale Latenzzeit von nur 6-15ms ist er perfekt dafur geeignet, den
menschlichen Blick auch wahrend sehr schneller Kopfbewegungen konstant zu
halten (Maas et al. 1989; Leigh und Zee 2006). Aufgrund der mechanischen
Eigenschaften der Bogengange kommt es bei langsamen Kopfbewegungen zu
einer Abschwachung des vestibularen Signals. Fehlt eine Kopfbewegung
vollstandig, konnen die Augen trotzdem sich bewegende Objekte durchgehend
scharfstellen. Hierflir existiert der Optokinetische Reflex sowie die
Folgebewegungen, die auch unabhangig vom vestibularen System eine optische
Stabilisierung des Blickes ermdglichen (Leigh und Zee 2006; Behrends et al.
2010; Grehn 2019).
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Sakkaden sind gekennzeichnet durch schnelle, aullerst kurze und akkurate
Stellbewegungen der Augen, um ein gewunschtes Objekt schnellstmdglich
scharf auf der Fovea abzubilden. Zusatzlich existieren kurze ,Nystagmus Quick
Phases®, die korrigierende rasche Augenbewegungen durchfihren. Sie
verhindern, dass unsere Augen nach einer Kopfbewegung nicht an einer Seite
der Orbita aufgrund des Vestibulookularen Reflexes und Optokinetischen Reflex
,gefangen sind“. Somit stellen sie eine Art ,Rluckstellbewegung”® dar, indem durch
eine zlgige Augenbewegung in Richtung der Drehbewegung des Kopfes der

Bulbus wieder in eine gerade Augenstellung gebracht wird (Leigh und Zee 2006).

Im Gegensatz zu den anderen konjugierten Augenbewegungen flhren
Vergenzbewegungen zu einer gegensatzlichen Bewegung der Augen, also
einem Zueinanderfuhren (Konvergenzbewegung) oder Voneinanderwegfluhren
(Divergenzbewegung). Dies wird notwendig, wenn das fokussierte Objekt seine
Entfernung vom Betrachter verandert (Behrends et al. 2010; Grehn 2019). Nahert
sich ein scharf eingestelltes Objekt den Augen Uber einen gewissen Punkt
hinweg, so kommt es zur Naheinstellungsreaktion. Darunter versteht man eine
gleichzeitige Konvergenzbewegung, Akkommodation und Miosis der Augen
(Myers  1990; Grehn 2019; Trepel 2012). Dabei sind fur die
Konvergenzbewegung vor allem die MR beider Augen verantwortlich,
unterstutzend aber auch der IR und SR (Aumduller et al. 2010). Als Ausloser fur
das Ausfuhren einer Vergenzbewegung dient ein Missverhaltnis der Bilder auf
der Retina oder auch eine Unscharfe des abgebildeten Objektes (Leigh und Zee
2006).

2.3.2 Krankheitsbild des Strabismus

Beim Strabismus (dt.: Schielen) weicht eines der beiden Augen von der normalen
optischen Sehachse ab und es entstehen Doppelbilder (Grehn 2019). Es handelt
sich um ein haufiges Krankheitsbild. In einer Untersuchung von 1582 Kindern auf
Fehlsichtigkeit fand sich bei ca. 4% ein Strabismus (Donnelly 2005).

Eine Einteilung des Strabismus kann anhand verschiedener Kriterien erfolgen.
Pathophysiologisch werden beispielsweise der Strabismus concomitans und der

Strabismus incomitans unterschieden. Bei Ersterem bleibt der Winkel zwischen
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dem gesunden und dem abweichenden Auge durchgehend gleich. Es liegt ein
Begleitschielen vor. Dieses tritt haufig bereits innerhalb der ersten sechs
Lebensmonate auf. Ist der Winkel blickrichtungsabhangig, so spricht man vom
Strabismus incomitans oder Lahmungsschielen. Dieser tritt typischerweise nach
einer Augenmuskelparese auf, dann Strabismus paralyticus genannt (Sitzmann
2006; Grehn 2019). Zudem existiert die Unterteilung in manifestes Schielen
(Heterotropie) und latentes Schielen (Heterophorie). Ein Schielen nach innen
wird Strabismus convergens (Esotropie), nach aullen Strabismus divergens
(Exotropie) genannt (Sitzmann 2006; Grehn 2019). Die Ausloser des Strabismus
konnen genetischen, erworbenen, anatomischen sowie funktionellen Ursprungs
sein. Man muss zudem periphere von zentralen Pathologien unterscheiden (Bui
Quoc und Milleret 2014).

Strabismus fuhrt neben dem Auftreten von Doppelbildern auch zu sozialen
Folgen, wie beispielsweise Einschrankungen bei der Berufsaustbung, sowie
psychischen Auswirkungen (Grehn 2019). Eine schwerwiegende Komplikation
des Strabismus ist das Auftreten einer Amblyopie, also einer Schwachsichtigkeit
des schielenden Auges (Sitzmann 2006). Um diese zu verhindern, sollte
schnellstmoglich die Diagnose gesichert und eine Therapie eingeleitet werden.
Als Therapieoption steht beim kindlichem Strabismus concomitans zunachst die
Madglichkeit des Tragens einer speziellen Brille zur Verfigung. Dartber hinaus
kann eine Amblyopie mit einer Okklusionsbehandlung verbessert bzw. verhindert
werden. Dabei wird das fihrende Auge abgedeckt, um das schielende Auge zu
starken (Grehn 2019). Im Anschluss daran erfolgt im Allgemeinen eine
Augenoperation, um das schielende Auge langfristig zu begradigen. Dabei erfolgt
die durchgefuhrte Operation, wenn mdglich, an zwei Muskeln. Der Operateur
schafft sich zunachst einen Zugang in die Orbita. Anschlieliend kommt es zur
Klrzung des schwacheren und Lockerung des starkeren Augenmuskels (Grehn
2019). Durch die Anwendung von Botulinum-Toxin existiert eine weitere
Therapieoption bei Strabismus-Patienten im Erwachsenenalter. Dieses
verhindert die Calcium-abhangige Acetylcholin-Freisetzung in den synaptischen
Spalt und fuhrt somit zu einer zeitlich-begrenzten Denervierung der Muskeln.
Hierflr wird Botulinum-Toxin in den entsprechenden EOM eingespritzt und Iahmt

diesen temporar im Durchschnitt fur etwa drei Monate (Rowe 2017).
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Untersuchungen zeigten jedoch teils schlechtere Ergebnisse im Vergleich zur
Operation (Ing 1992; Wright 2006). In Zukunft kdnnten weitere noch in der
Entwicklung befindliche Verfahren als therapeutische Option hinzukommen. Als
Beispiel sei hier das Einspritzen von IGF-I in einen EOM aufgeflhrt. Hierdurch
kommt es zu einer Zunahme der Muskelstarke der entsprechenden EOM
(Anderson et al. 2006).

Strabismus tritt haufig bereits im frihen Kindesalter auf (Bui Quoc und Milleret
2014). Es besteht ein hohes Interesse daran, Veranderungen sowohl
pathophysiologischer als auch anatomischer Art bei Strabismus-Patienten zu
entdecken und mehr Uber die Atiologie des Begleitschielens herauszufinden,
begrenzen sich doch die aktuellen Therapiekonzepte lediglich auf eine
Symptomverbesserung, statt eine ursachliche Heilung anzustreben. Es ist aktuell
noch nicht endgliltig geklart, ob es sich bei der Atiologie des infantilen
Begleitschielens um eine Pathologie der Sensorik oder Motorik handelt (Schiavi
2016). Auch wenn zum jetzigen Zeitpunkt noch keine abschlieRende Gewissheit
besteht, existieren bereits einige Hinweise auf eine mdgliche Atiologie des
Strabismus im Bereich des MSU und den propriozeptiven Strukturen der EOM
(Schiavi 2016; Corsi et al. 1990; Park et al. 2009). PE liegen vor allem bei
Lebewesen mit frontal-stehenden Augen konstant vor. Eine entscheidende Rolle
im binokularen Sehen ware somit denkbar (Blumer et al. 2016). Beim Strabismus
ist genau diese Fahigkeit gestort. Hierbei stellt sich die Frage nach einer
pathologischen Veranderung der PE. In meiner Dissertation untersuchte ich
deshalb Differenzen im Anteil der CR-positiven PE sowie der Assoziation der CR-
positiven PE zu Fast- und Slow-Myosin-exprimierenden MF im menschlichen MR
zwischen Korperspender-Praparaten und OP-Resektaten von Patienten mit

einem Strabismus divergens.
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2.4 Calretinin

Calretinin (CR) gehort neben Parvalbumin und Calbindin zu den Calcium-
bindenden Proteinen und ist somit ein Teil der EF-Hand-Familie (Andressen et
al. 1993). Es handelt sich um ein 29-kDa Protein, das in Neuronen synthetisiert
wird und erstmals 1987 in der Retina von Huhnern entdeckt wurde (Rogers
1987). Welche genaue Funktion CR inne hat, ist aktuell noch nicht eindeutig
geklart. Man konnte CR in sensiblen Neuronen im Trigeminus-Ganglion
(Ichikawa et al. 1993; Lienbacher 2012), in vagalen, glossypharyngealen
(Ichikawa 1991) sowie in Spinalganglien (Ichikawa et al. 1993) nachweisen.
Dabei wurden CR-exprimierenden Neuronen eine sensible, teils mechano-

sensitive Funktion zugeschrieben (Ren 1992; Flligel-Koch et al. 2009).

Beim Affen wurde eine Teilpopulation von PE gefunden, die CR ausschlieflich
im MR und IR exprimieren (Lienbacher et al. 2018). Auch in der Untersuchung
menschlicher EOM beschrankten sich die Funde CR-positiver PE auf den MR
und IR (Sanger 2018).

2.5 SNAP-25

Das 25kDa schwere Synaptosomen-assoziierte Protein (SNAP-25) ist als Teil
des SNARE-Komplexes verantwortlich fur die Freisetzung von Neurotransmittern
und deren Ausschittung in den synaptischen Spalt durch die Fusionierung der
Vesikel mit der Zellmembran (Hodel 1998; Connell et al. 2009; Rassow 2008).
Es findet sich sowohl in den Synapsen als auch in der Wand der Axone der
Nervenzellen (Tao-Cheng, Du und McBain 2000; Hodel 1998). Somit kénnen
Axone und deren Nervenendigungen immunhistochemisch mit einem Antikorper
gegen SNAP-25 identifiziert und in den EOM verschiedener Spezies alle
motorischen, autonomen und sensorischen Nervenfasern, einschlie3lich der PE,

angefarbt werden (Eberhorn et al. 2005).
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3 Fragestellungen

Palisadenendigungen (PE) sind einzigartige Nervenendigungen im
Muskelsehneniibergang (MSU) der extraokuldren Muskeln (EOM), deren
Funktion noch ungeklart ist. Befunde am Affen zeigten eine grof3e Population
Calretinin (CR)-positiver PE nur im M. rectus medialis (MR) und M. rectus inferior
(IR), die eine Sonderrolle in der Konvergenz spielen koénnten. Vorlaufige
Beobachtungen hatten CR-positive PE im MR und IR beim Menschen bestatigt,
aber nicht quantifiziert (Sanger 2018). Erkenntnisse aus einer zeitgleichen Studie
am Menschen zeigten, dass PE nicht nur an Slow-Myosin-exprimierenden
Muskelfasern (MF) sitzen, die Ublicherweise MIF reprasentieren, sondern auch
an Fast-Myosin-positiven MF (Andreas 2021). Mit der Annahme, dass PE eine
propriozeptive Funktion innehaben, kdnnte eine Fehlfunktion der PE theoretisch
an der Entstehung (nicht paralytischer) Strabismus-Formen beteiligt sein. Vor
diesem Hintergrund sollen in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen an
menschlichen Augenmuskeln untersucht werden, um einen weiteren Beitrag zur

Aufklarung der Funktion von PE zu liefern:

1. Wie hoch ist der prozentuale Anteil CR-positiver PE im MR des
menschlichen Auges?

2. Gibt es Unterschiede im prozentualen Anteil CR-positiver PE im MR
zwischen gesunden Koérperspendern und Strabismus-Patienten?

3. Inwieweit sind CR-positive PE im menschlichen MR mit Fast- und Slow-
Myosin exprimierenden MF assoziiert?

4. Existieren Differenzen bzgl. der Assoziation der CR-positiver PE mit Fast-
und Slow-Myosin exprimierenden MF im menschlichen MR im Vergleich

von gesunden Korperspenden mit Strabismus-Patienten?

Dazu sollten Schnittpraparate vom MSU des MR von Kérperspendern und
Strabismus-Patienten mit immunhistochemischen Methoden gefarbt werden. Die
Darstellung der gesamten Innervation, einschlieldlich der PE, erfolgte mit einem
SNAP25-AK und wurde mit Immunfarbungen auf CR kombiniert. Mit Antikbrpern
gegen Fast- und Slow-Myosin-Schwerketten erfolgte die Bestimmung der

Muskelfasertypen.
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4 Material und Methoden
4.1 Herkunft der Muskelpraparate

4.1.1 Praparate von Korperspendern

Zum einen dienten Augenmuskeln von Korperspendern des anatomischen
Institutes  der  Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen zu  meinem
Untersuchungsgut. Diese wiesen, soweit bekannt, zu Lebzeiten keine
Augenbewegungsstorungen auf. Das Alter der Kérperspender lag zwischen 60
und 92 Jahren. Alle von mir durchgefuhrten Untersuchungen standen im
Einvernehmen mit der ortlichen Ethikkommission und der 1964 unterzeichneten
Deklaration von Helsinki Uber die Ethischen Grundsatze der Forschung am
Menschen. Samtliche Augenmuskeln wurden 24h bis spatestens 48h nach dem
Versterben des jeweiligen Korperspenders entnommen. Als Fixierungsmedium
dienten Paraformaldehyd (PFA) und Methanol. In Tab. 1 sind die verwendeten
Muskeln aufgelistet. Die aus diesen Fallen gewonnen Daten dienten mir als
Quelle fur Grundlagendaten beim Menschen und gleichzeitig als Kontroll-Gruppe

zum Vergleich mit den Strabismus-Fallen.

Fall Augenmuskel Fixierung Alter
1 MR li 4% PFA 60
2 MR re 4% PFA 63
3 MR re 100% Methanol 74
4 MR re 4% PFA 80
5 MR li 4% PFA 84
6 MR re 4% PFA 87
7 MR li 4% PFA 90
8 MR li 4% PFA 91
9 MR li 4% PFA 92

Tabelle 1: Auflistung der ausgewerteten Augenmuskeln der Kérperspender.
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4.1.2 Resektate aus der Augenklinik

In Zusammenarbeit mit der Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat
Mianchen erhielt ich Augenmuskelpraparate von Strabismus-Patienten im Alter
zwischen 8 und 62 Jahren. Alle Patienten hatten sich aufgrund eines Strabismus
divergens einem operativen Eingriff unterzogen. Ein positives Votum der Ethik-
Kommission der LMU zur Verwendung der Resektate liegt vor. Neben
Paraformaldehyd (PFA) wurden die Praparate vorwiegend alterantiv in Methanol

fixiert. In Tab. 2 sind alle ausgewerteten Strabismus-Falle verzeichnet.

Fall Augenmuskel Fixierung Alter
10 MR li 4% PFA 8
11 MR re 100% Methanol 8
12 MR li 4% PFA 9
13 MR li 4% PFA 18
14 MR li 100% Methanol 21
15 MR li 100% Methanol 22
16 MR li 100% Methanol 23
17 MR li 100% Methanol 27
18 MR re 100% Methanol 33
19 MR li 100% Methanol 35
20 MR re 100% Methanol 36
21 MR li 100% Methanol 37
22 MR re 100% Methanol 52
23 MR li 100% Methanol 57
24 MR re 100% Methanol 62

Tabelle 2: Auflistung der ausgewerteten Augenpraparate aus der Augenklinik.
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4.2 Praparation der Augenmuskeln

4.2.1 Praparate von Korperspendern

Es erfolgte zunachst eine vollstandige Ausraumung der Orbita. Dazu wurde das
Weichgewebe vom Knochen abgeldst und das Auge mitsamt aller extraokularen
Muskeln (EOM), den Nerven sowie dem Fett- und Bindegewebe als kompaktes
Paket enthommen. AnschlieRend wurde das Fett- und Bindegewebe von der
Muskulatur und den Nerven entfernt und im weiteren Verlauf die Augenmuskeln
von der Sklera abgetrennt (Abb. 7). Zur langerfristigen Aufbewahrung erfolgte
eine Fixierung. In frGheren Jahren wurden die Praparate hierzu in 4-prozentigem
Paraformaldehyd in 0,1 molaren (M) Phosphat-Puffer eingelegt. Die Fixation

aktuellerer Praparate erfolgte in 100-prozentigem Methanol.
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Abbildung 7: Linkes Augenpraparat von superior, vor (A) und nach Entfernung des orbitalen Fettkdrpers (B)
C: Ansicht des abgetrennten M. rectus medialis von globaler Seite, erkennbar an dem eintretenden Ast des
N. oculomotorius. Herausgestellt ist der Muskelsehneniibergang (MSU) zwischen dem Muskelgewebe (M)
und dem sehnigen Anteil (S) des Muskels.

4.2.2 Resektate aus der Augenklinik

Die Muskelpraparate aus der Augenklinik stellten Operationsresektate dar und
bendtigten keine weitere Praparation. Die Fixierung der Resektate erfolgte in
gleicher Weise wie die der Korperspender-Praparate in 4-prozentigem

Paraformaldehyd, beziehungsweiflde in 100-prozentigem Methanol.
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4.3 Schneiden der Augenmuskeln

Das Schneiden der Augenmuskel-Praparate der Korperspender und

Muskelresektate aus der Augenklinik erfolgte auf die gleiche Art und Weise.

Die Objekttrager (OT) mit den Muskelresektaten behandelte ich mit einem 0,1M
Phosphat-Puffer (pH 7,4). Danach wurden die Augenmuskelpraparate in
aufsteigenden Sucrose-Konzentrationen (10%, 20%, 30%) nacheinander
mehrere Stunden inkubiert. Diese Vorbereitungen sollten spatere Schaden durch
die Bildung von Eiskristallen beim Gefrieren verhindern. Dann bettete ich die
Muskeln auf eine als Objekthalter dienende Metallplatte, die auf -45°C abgekuhlt
und mit NEC-50 (Thermo Scientific), einem Eindeckmedium fur Gefrierschnitte,
versehen war. AnschlieRend wurde das auf der Metallplatte liegende Praparat
komplett mit NEC-50 bedeckt und eingefroren. Die fixierten Augenmuskeln
wurden dann im Kryostat bei einer konstanten Temperatur von -20°C auf eine
Dicke von 20um geschnitten und mit einem auf Raumtemperatur temperierten
Objekttrager aufgenommen. Durch die gewahlte Schnittdicke konnte spater ein
optimales Eindringen der Antikdrper (AK) ins Gewebe gewahrleistet werden. Bei
einer GroRe der PE von etwa 40um farbte ich in dieser Arbeit keine direkt

benachbarten Schnitte, um eine Doppelauswertung derselben PE zu verhindern.

Alle nicht unmittelbar weiterverarbeiteten Schnitte wurden zur weiteren Lagerung

bei -80°C eingefroren.

4.4 Auswahl der verwendeten Schnitte

4.4.1 Praparate von Korperspendern

In meiner Dissertation untersuchte ich die PE im distalen MSU der globalen
Schicht der EOM. Da in den Praparaten der Korperspender der komplette Muskel
mitsamt MSU enthalten war, wurden diese Muskeln ohne vorherige
Vergleichsfarbungen Gber die gesamte Dicke hinweg flach von orbital nach global
geschnitten und auf ,Superfrost-Plus“-Objekttrager (OT) (R. Langenbrinck,
Emmendingen) aufgebracht, da diese OT eine bessere Haftkraft fur das

Muskelpraparat bieten. Anschlie3end fihrte ich mit einzelnen tGber den gesamten
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Muskel verteilten Schnitten eine Pikrofuchsinfarbung durch, wie unter Kapitel 4.5
dargestellt. Der Vorteil der Farbung lag darin, dass sie sich in kirzester Zeit
wahrend des Schneidens durchfiuhren und auswerten lies. So konnte die

Lokalisation des MSU gut eingeschéatzt werden.

4.4.2 Resektate aus der Augenklinik

Im Gegensatz zu den Praparaten der Korperspender lag mir bei den
Operationsresektaten nicht der gesamte Muskel vor. Meist bestanden die
Praparate der Strabismus-Patienten nur aus sehnigen Anteilen. Um
herauszufinden, ob der MSU auf dem jeweiligen Praparat vorhanden war,
verwendete ich jeweils auf Schnitt 5 und 10 eine Pikrofuchsinfarbung (siehe
Kapitel 4.5). War der MSU in dem untersuchten Schnitt enthalten, arbeitete ich
den restlichen Muskel auf und die weiteren Schnitte wurden auf ,Superfrost-
plus“-OT  aufgebracht. Anderenfalls verwarf ich das betreffende

Operationsresektat.

4.5 Pikrofuchsinfarbung

Zur Bestimmung der Lokalisation des MSU wandte ich eine Pikrofuchsinfarbung
an: Nach kurzem Erhitzen des Objekttragers (OT) flr eine Minute auf einer 37°C
warmen Heizplatte, tropfte ich Pikrofuchsinlésung auf das Praparat und liel3 diese
fur 60 Sekunden einwirken. Die Losung wurde dann abgeschuttet und fur jeweils
eine weitere Minute zuerst 96-prozentiger und danach 100-prozentiger Alkohol
auf den OT gegeben. AnschlielRend wurde der OT fur wenige Minuten in Xylol
inkubiert und mit dem Eindeckmedium DPX (Dibutylphthalate Polystyrene
Xylene) der Firma Sigma eingedeckelt. So konnte das Praparat optimal unter
einem Hellfeld-Mikroskop beurteilt werden. Wie in Abb. 8 erkennbar, erschien
Muskelgewebe im Lichtmikroskop braun, Erythrozyten braun-gelb und
Bindegewebe in einem blassen Rosa. Die Sehne stellte sich in einem deutlichen
Rot-Ton dar.
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Abbildung 8: Pikrofuchsin-Farbung eines Muskelsehneniibergangs im Hellfeldmikroskop: Mit der
Pikrofuchsinfarbung lassen sich innerhalb eines Muskelsehneniibergangs eines M. rectus medialis
Muskelfasern (MF) nachweisen, die braunlich sichtbar werden. Von diesen hebt sich das Sehnengewebe
(S) durch seine Rotfarbung ab.

4.6 Immunhistochemische Farbungen

Unter einer immunhistochemischen Farbung versteht man die Darstellung
bestimmter Zellstrukturen durch an Antikorper (AK) gebundene Farbstoffe. Man
unterscheidet dabei monoklonale von polyklonalen AK (Abb. 9). Monoklonale AK
sind exakt identisch zueinander, d.h. sie binden an genau das gleiche Antigen-
Epitop. Sie werden von Klonen einer einzigen Plasmazelle produziert.
Polyklonale AK dagegen entstehen in verschiedenen Plasmazellen desselben
Wirtes. Sie binden folglich an verschiedene Antigen-Epitope (Boenisch et al.
2003).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung polyklonaler und monoklonaler Antikorper: (A) zeigt die Bindung
eines monoklonalen AK an ein identisches Antigen, (B) die an verschiedene Epitope bindenden polyklonalen
AK. Mit freundlicher Genehmigung von © Agilent Technologies, Inc.
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Ich verwendete die ,Zwei-Schritt indirekte Methode“. Dabei bindet ein
Primarantikorper in einem ersten Schritt am gesuchten Antigen. Im
darauffolgenden zweiten Schritt dockt ein Sekundarantikrper an den
Primarantikdrper an. Dieser zweite AK ist mit einem Substrat versehen, welches
ein farbloses Chromogen sichtbar macht. Man spricht deshalb von einem
konjugierten AK (Abb. 10) (Boenisch et al. 2003).

Enzym

<> .
. Y sichtbares
Endprodukt

Unkonjugierter

Primarantikdrper / \
Gewebeantigen A A

Abbildung 10: Schematische Darstellung aller beteiligten Komponenten bei der ,Zwei-Schritt indirekten
Methode®. Mit freundlicher Genehmigung von © Agilent Technologies, Inc.

Ich verwendete unterschiedliche Tripel-Immunfluoreszenz-Farbungen, die im

Folgenden erlautert werden.

4.6.1 Tripel-Immunfluoreszenz-Farbung
(SNAP-25 + CR + MyH7B)

Zu Beginn dieser Farbemethode wurden die auf dem Objekttrager (OT)
aufgebrachten Muskelschnitte flr eine Stunde bei konstanten 60°C auf einer
Warmeplatte erhitzt. So verhinderte ich ein spateres Losen der Muskelpraparate
vom OT durch die im Folgenden aufgebrachten Flissigkeiten. Anschliel3end

wurde der Muskel auf dem OT mit dem GnomePen von Invignome (Catalogue-
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No.: GPF-VPSA-Y, Lot-No.: 031211-5) umfahren. Die hierdurch entstandene
hydrophobe Linie grenzte die aufgetropften Losungen auf das Gebiet des
Muskels ein. Nun inkubierte ich das Muskelgewebe einmalig fir 10 Minuten mit
Tris-gepufferter Kochsalzlésung (0,1M TBS pH 7,4), um das Gewebe
anzufeuchten. Im nachsten Schritt brachte ich zur Prainkubation eine TBS
L6sung mit 0,3-prozentigem Triton und 5-prozentigem Normal Esel Serum far
eine Stunde bei Raumtemperatur auf den Schnitt auf. Dadurch wurden alle
unspezifischen Antigene abgedeckt. Somit konnte eine relativ grofRe
Bindungsaffinitat der spateren AK vorausgesetzt und die Rate der falsch-
positiven AK-Antigen-Komplexe vermindert werden. Anschlief3end erfolgte die
Inkubation des Primarantikorpers in einer feuchten Kammer. Ich verwendete
dabei eine Mischung aus drei verschiedenen AK, die alle in der Tragerldsung
(TBS-L6sung mit 0,3-prozentigem Triton und 5-prozentigem Normal Esel Serum)

enthalten waren (Tab. 3).

Um die gesamte Innervation der EOM darzustellen, nutzte ich den monoklonalen
AK SMI81 (Sternberger Monoclonals Incorporated, Maryland, USA), der gegen
SNAP-25 gerichtet ist, in einer Verdinnung von 1:2000 (Hodel 1998; Eberhorn
et al. 2005). Als Nachweis von CR diente mir der polyklonale AK Kaninchen-Anti-
CR (1:1000, SWant Swiss antibodies, Schweiz). Als dritte Struktur farbte ich
Slow-Myosin mit einem polyklonalen AK Ziege-Anti-MyH7B (1:500, Santa Cruz,
USA).
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Antigen Prainkubation Primérer Antikorper Sekundarer Antikorper
(1h bei RT) (48h bei 4°C) (2h bei RT)
SNAP-25 5%iges Normal Esel Maus Anti-SNAP-25 Alexa-488-Grln
(Sternberger M. 1.) Serum (1:2000) Esel Anti-Maus
(1:200)
Calretinin 5% Normal Esel Serum  Kaninchen Cy3-Rot
(SWant) Anti-CR Esel Anti-Kaninchen
(1:1000) (1:200)
MyH7B 5% Normal Esel Serum  Ziege Anti-MyH7B DyLight-405-Blau
(Santa Cruz) (1:500) Esel Anti-Ziege

(1:100)

Tabelle 3: Verwendete Antikdrper der Tripel-Immunfluoreszenzfarbung auf SNAP-25 (hier griin gefarbt),
CR (hier rot gefarbt) und Slow-Myosin (blau gefarbt).

Nach 48h bei konstanten 4°C wurde die Pufferlésung 0,1M TBS pH 7,4 dreimalig
fur jeweils 10 Minuten auf die Schnitte gegeben, um die nicht-gebundenen
Antikdrper abzuspulen. AnschlieRend trug ich folgende sekundaren AK in einer
Tragerldsung von 0,1M TBS pH 7,4 mit 2-prozentigem Rinderserumalbumin auf:
Cy3-Rot Esel Anti-Kaninchen (Jackson Immuno Research Laboratories, INC.,
USA), Alexa-488-Grin Esel Anti-Maus (Molecular Probes, USA) und DyLight-
405-Blau Esel Anti-Ziege (Jackson Immuno Research Laboratories, INC, USA).
Dabei richtete sich der sekundare AK gegen die Immunglobuline IgG der Spezies
der entsprechenden Primar-AK. Nach 2h Inkubation bei Raumtemperatur folgte
eine dreimalige Spulung mit der Pufferlosung 0,1M TBS pH 7,4. Die OT wurden
dann kurz in destilliertem Wasser gewaschen und anschliel3end lichtgeschutzt
getrocknet. Die trockenen Schnitte deckelte ich mit Fluoromount Aqueous
Mounting Medium (Sigma) und Deckglasern (Menzel) ein. Die Aufbewahrung der
gefarbten Schnitte wahrend der Auswertung erfolgte in Dunkelheit bei einer

Temperatur von 4°C.

Ich tauschte unter anderem die farbliche Darstellung der verschiedenen AK, um
die beste Farbung fur die spatere Auswertung zu erlangen. Flr eine intensivere
Darstellung des Nervenmarker SNAP-25 farbte ich diesen mit dem kraftigeren
Rot (Tab. 4). Ich erhoffte mir so ein vereinfachtes Auffinden der PE. Allerdings

gestaltete sich die Identifikation der Praparate aufgrund der starken
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Autofluoreszenz des Alterspigments Lipofuszin schwierig, sodass ich auf diese
farbliche Darstellung verzichtete. Stattdessen kam beim Grofteil der Farbungen

die in Tab. 3 aufgefuhrte Kombination der AK zur Anwendung.

Antigen Prainkubation Primérer Antikorper  Sekundarer Antikorper
(1h bei RT) (48h bei 4°C) (2h bei RT)
SNAP-25 5% Normal Esel Maus Anti-SNAP-25 Cy3-Rot
(Sternberger M. 1.) Serum (1:2000) Esel Anti-Maus
(1:200)
Calretinin 5% Normal Esel Kaninchen Anti-CR Alexa-488-Grin
(SWant) Serum (1:1000) Esel Anti-Kaninchen
(1:200)
MyH7B 5% Normal Esel Ziege Anti-MyH7B DyLight-405-Blau
(Santa Cruz) Serum (1:500) Esel Anti-Ziege

(1:100)

Tabelle 4: Verwendete Antikdrper der Tripel-Immunfluoreszenzfarbung auf SNAP-25 (hier rot gefarbt),
Calretinin (hier griin gefarbt) und Slow-Myosin (blau gefarbt).

4.6.2 Tripel-lImmunfluoreszenz-Farbung
(SYN + CR + MyH7B)

Anstelle des gegen SNAP-25 gerichteten AK SMI81 verwendete ich bei einigen
Farbungen den AK auf Synaptophysin (SYN), ein Membranprotein synaptischer
Vesikel. Nach Beobachtungen Blumers an Katzen exprimieren alle PE SYN
(Konakci et al. 2005). Ich verwendete den AK gegen SYN (DAKO Cytomation,
Danemark) in der Verdinnung 1:20. Zudem wurden auch die sekundaren AK
getauscht, um Kreuzreaktionen zu vermeiden (Tab. 5). Diese konnen bei der
Verwendung von AK derselben Tierklasse durch eine falsch-positive Anfarbung
von Antigenen zustande kommen. Die Verwendung verschiedener AK zur
Darstellung der gleichen Strukturen zielte darauf ab, die optimalen Bedingungen

fur die anschlielende Analyse des verwendeten Gewebes zu erproben.
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Antigen Prainkubation Primérer Antikorper Sekundarer Antikorper
(1h bei RT) (48h bei 4°C) (2h bei RT)
Synaptophysin 5% Normal Esel Maus Anti-SYN Alexa-488-Grin
(DAKO Cytomation) Serum (1:20) Esel Anti-Maus
(1:200)
Calretinin 5% Normal Esel Kaninchen Anti-CR Cy3-Rot
(SWant) Serum (1:1000) Esel Anti-Kaninchen
(1:200)
MyH7B 5% Normal Esel Ziege Anti-MyH7B DyLight-405-Blau
(Santa Cruz) Serum (1:500) Esel Anti-Ziege

(1:100)

Tabelle 5: Verwendete Antikdrper der Tripel-Immunfluoreszenzfarbung auf Synaptophysin, Calretinin und
Slow-Myosin.

4.6.3 Tripel-Immunfluoreszenzfarbung
(CR + MHCf/FMyHC + MyH7B)

Fir die zweite grole Fragestellung, die Assoziation der CR-positiven PE mit
Fast- und Slow-Myosinen im menschlichen MR, konnte ich auf eine Anfarbung
aller neuronalen Strukturen mit SNAP-25 bzw. SYN verzichten. Die
Zielstrukturen, die CR-positiven PE im MSU, wurden mit dem AK gegen CR
sichtbar. Hierbei kam Kaninchen Anti-CR (rCR) (1:1000, SWant Swiss
antibodies, Schweiz) sowie Maus Anti-CR (mCR) (1:100, SWant Swiss
antibodies, Schweiz) zum Einsatz. Um die verschiedenen Muskelfasertypen zu
unterscheiden, setzte ich Ziege Anti-MyH7B (gtMyH7B) der Firma Santa Cruz
(USA), als AK gegen Slow-Myosin in einer Verdlinnung von 1:500 ein. Kaninchen
Anti-FMyHC (rFMyHc) und Maus Anti-MHCf (mMHC() nutzte ich zur Darstellung
der MF vom Fast-Typ. Ich verwendete Maus Anti-NCL-MHCf (mMHCf) der Firma
Novocastra (UK) in einer Verdinnung von 1:20 (Tab. 6) und Kaninchen Anti-
FMyHC (Anti-Fast Myosin Skeletal Heavy chain antibody) der Firma Abcam (UK)
in einer Verdiinnung von 1:250 (Tab. 7). Beide Myosine lief3en sich gut anfarben.
Aufgrund der besseren Auswertbarkeit der Farbung mit dem AK Kaninchen Anti-
CR entschied ich mich bei dieser Tripel-lmmunfluoreszenz-Farbung bei den
meisten Schnitten fir die in Tab. 6 aufgelisteten AK. Der grundsatzliche Ablauf
war identisch zu dem bereits in Kapitel 4.6.1 beschriebenen Vorgehen.
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Antigen Prainkubation Primérer Antikorper Sekundarer Antikorper
(1h bei RT) (48h bei 4°C) (2h bei RT)

Calretinin 5% Normal Esel Serum  Kaninchen Anti-CR Alexa-488-Grin

(Swant) (1:1000) Esel Anti-Kaninchen
(1:200)

MHCf 5% Normal Esel Serum  Maus Anti-NCL-MHCf Cy3-Rot

(Novocastra) (1:20) Esel Anti-Maus
(1:200)

MyH7B 5% Normal Esel Serum  Ziege Anti-MyH7B DyLight-405-Blau

(Santa Cruz)

(1:500)

Esel Anti-Ziege
(1:100)

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper der Tripel-Immunfluoreszenzfarbung auf Calretinin, Fast- und Slow-
Myosin. Hier unter Verwendung von Kaninchen Anti-Calretinin sowie MHCT fiir Fast-Myosin.

Antigen Prainkubation Primérer Antikorper Sekundarer Antikérper
(1h bei RT) (48h bei 4°C) (2h bei RT)

Calretinin 5% Normal Esel Maus Anti-CR Alexa-488-Griin

(SWant) Serum (1:1000) Esel Anti-Maus
(1:200)

FMyHC 5% Normal Esel Kaninchen Anti-FMyHC  Cy3-Rot

(Abcam) Serum (1:250) Esel Anti-Kaninchen
(1:200)

MyH7B 5% Normal Esel Ziege Anti-MyH7B DyLight-405-Blau

(Santa Cruz)

Serum

(1:500)

Esel Anti-Ziege
(1:100)

Tabelle 7: Verwendete Antikdrper der Tripel-Immunfluoreszenzfarbung auf Calretinin, Fast- und Slow-
Myosin. Hier unter Verwendung von Maus Anti-Calreinin sowie FMyHC fir Fast-Myosin.
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4.6.4 Kombinierte Avidin-Biotin-Immunfluoreszenz-Farbung
(CR + MHCf / FMyHC + Myh7B)

Um das Auffinden von PE zu vereinfachen, benutzte ich in der Mehrzahl der Falle
bei meinen Untersuchungen zur Expression von CR in PE des MR an gesunden
Probanden und Strabismus-Patienten eine bisher im Labor noch nicht etablierte
Farbemethode: Die Kombination einer Avidin-Biotin-Peroxidase-Farbung mit
einer Immunfluoreszenzfarbung. Dabei wurde zunachst eine Avidin-Biotin-
Farbung des Praparates durchgefuhrt. Ich nutzte hierbei einen biotinylierten
Sekundarantikdrper. An diesen band die Avidin-Peroxidase, an der das
hinzugegebene 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) oxidierte und dadurch sichtbar
wurde (Abb. 11).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Avidin-Biotin-Farbemethode. Das Substrat H202 wird unter
Zugabe des Chromogens DAB dem Avidin-Peroxidase-Komplex zugegeben, wonach eine Enzymreaktion
ablauft. Dabei reagiert das farblose Chromogen DAB zur gefarbten oxidierten Form, die als Niederschlag
an der Antigen-Antikérper-Bindungsstelle ausfallt. Mit freundlicher Genehmigung von © Agilent
Technologies, Inc.
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Dazu bereitete ich die Schnitte zuerst mit einem TBS-Puffer (10min 0,1M TBS
PH 7,4) fur das wassrige Milieu vor. In einem nachsten Schritt wurden die
endogenen  Peroxidasen mit der Hinzugabe von  1-prozentiger
Wasserstoffperoxid-Lésung fur 30 Minuten blockiert. Mit diesem Schritt wurde
sichergestellt, dass diese nicht das spater hinzugegebene 3,3'-Diaminobenzidin
(DAB) oxidierten und ein falsches Positiv-Signal erzeugen wurden. Nach
dreimaligem Spulen der Schnitte mit TBS-Puffer folgte die Prainkubation der
Schnitte mit 5% Normal Esel Serum und 0,3% Triton fur eine Stunde. Der priméare
AK Kaninchen Anti-CR (Swant) verblieb daraufhin fur 48 Stunden bei 4°C
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer auf den Schnitten, geldst im
Verhaltnis 1:2500 in einer TBS Losung mit 0,3-prozentigem Triton und 5-
prozentigem Normal Esel Serum. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Schnitte mit TBS gespult und der biotinylierte zweite AK Ziege Anti-Kaninchen
(Vector Laboratories, USA), 1:200 in 2-prozentigem Rinderserumalbumin in TBS
verdunnt, fur 1h bei Raumtemperatur aufgetragen. Es erfolgten weitere drei
Spulungen mit TBS, bevor Extra-Avidin-Peroxidase im Verhaltnis 1:1000 in 2-
prozentigem Rinderserumalbumin in TBS auf die Schnitte gegeben wurde. Nach
einer Stunde erfolgte erneut die Spllung der Schnitte mit TBS. Anschlieliend
wurde die DAB-L6sung (0,025-prozentiges 3,3 -Diaminobenzidin + 0,015-
prozentiges H202 in TBS) auf die Schnitte pipettiert, zu der Ammonium-Nickel
zugesetzt worden war, um ein schwarzes Farbeergebnis zu erhalten. Durch
Hinzugeben des Substrates Wasserstoffperoxid lief die DAB-Nickel-Reaktion ab.
Der Erfolg der DAB-Farbung konnte im Hellfeld-Mikroskop Uberprift werden.
Sobald schwarze Strukturen sichtbar wurden, beendete ich die Reaktion mittels
Spulung mit TBS. Es schloss sich dann direkt die Immunfluoreszenz-Farbung an,
wie bereits unter Kapitel 4.6.1 beschrieben. Hier verwendete ich die in Tab. 8
aufgefuhrten primaren und sekundaren Antikorper zur Anfarbung der Fast-
Myosine (hier MHCf) als auch der Slow-Myosine (hier MyH7B).
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Antigen Prainkubation Primérer Antikorper Sekundarer Antikérper
(1h bei RT) (48h bei 4°C)
Calretinin 5% Normal Esel Serum  Kaninchen Biotinylierter sek. AK
(SWant) Anti-CR Ziege Anti-Kaninchen
(1:2500) (1:200) fir 1h bei RT

MHCf 5% Normal Esel Serum  Maus Anti-MHCf Cy3-Rot

(Novocastra) (1:30) Esel Anti-Maus (1:200)
fur 2h bei RT

MyH7B 5% Normal Esel Serum  Ziege Anti-MyH7B Alexa-488-Grln

(Santa Cruz) (1:500) Esel Anti-Ziege (1:200)
fur 2h bei RT

Tabelle 8: Verwendete Antikdrper der kombinierten Avidin-Biotin-Immunfluoreszenz-Farbung auf
Calretinin, MHCf und MyH7B. Hier unter Verwendung von Kaninchen Anti-Calretinin sowie MHCf flr Fast-
Myosin.

Ich nutzte auch hier verschiedene AK zur Darstellung der Fast-Myosin-

exprimierenden MF (Tab. 9).

Antigen Prainkubation Primérer Antikorper Sekundarer Antikorper
(1h bei RT) (48h bei 4°C)

Calretinin 5% Normal Esel Serum  Maus Anti-CR Biotinylierter sek. AK

(SWant) (1:2500) Pferd Anti-Maus (1:200)
fur 1h bei RT

FMyHC 5% Normal Esel Serum  Kaninchen Anti-FMyHC  Cy3-Rot

(Abcam) (1:250) Esel Anti-Kaninchen (1:200)
fur 2h bei RT

MyH7B 5% Normal Esel Serum  Ziege Anti-MyH7B DyLight-405-Blau

(Santa Cruz) (1:500) Esel Anti-Ziege (1:200)
fur 2h bei RT

Tabelle 9: Verwendeten Antikdrper der kombinierten Avidin-Biotin-Immunfluoreszenz-Farbung auf
Calretinin, FMyHC und MyH7B. Hier unter Verwendung von Maus Anti-Calretinin sowie FMyHC fur Fast-
Myosin.
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4.7 Auswertung der gefarbten Schnitte

Fir die Auswertung der Hellfeld- und Fluoreszenzpraparate arbeitete ich mit zwei
Mikroskopen, einem Zeiss Axioplan Mikroskop (Carl Zeiss Microlmaging,
Deutschland) und einem DMRB Leica Mikroskop (Bensheim, Deutschland). Die
genutzten Filter sind in Tab. 10 aufgelistet. Die in dieser Arbeit abgelichteten
Bilder wurden jeweils mit einer Digitalkamera aufgenommen (am Zeiss
Mikroskop Microfire, Optronics; am Leica Mikroskop Pixera Pro 600 ES,
Klughammer, Markt Indersdorf, Deutschland). Eine digitale Weiterbearbeitung
der Bilder erfolgte in Photoshop 11.0 (Adobe, Mountain View, CA), um die
Qualitat des Bildes dem Anblick durch das Mikroskop mit dem blof3en Auge

anzupassen.
MIKROSKOP | CY3-ROT ALEXA-GRUN DYLIGHT-BLAU
ANREGUNG BEI 550NM | ANREGUNG BEI 488NM | ANREGUNG BEI 405NM
Leica N2.1 Filter BP 515-560nm 13, Filter BP 450-490nm A, Filter BP 340-380nm
Zeiss 15, Filter BP 546-590nm 44, Filter BP 475-530nm 68, Filter BP 377-464nm

Tabelle 10: Verwendete Mikroskope mit Angabe der FluoreszenZfilter.
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5 Ergebnisse

Von insgesamt 80 Fallen, die mir zur Verfugung standen, konnten 28 Falle
ausgewertet werden. Dies entspricht einem Anteil von 35%. Den grof3ten Anteil
der nicht auswertbaren Praparate stellten hierbei OP-Resektate der Strabismus-
Patienten dar, bei denen kein MSU detektierbar war. Bei den Kdrperspendern
konnten insgesamt etwas mehr als 50% der Falle ausgewertet werden. Als
Ursache der Ausfalle lassen sich zu starke oder zu schwache Anfarbungen,
beziehungsweise ausgepragt vorhandene Alterspigmente anfuhren. Fehler in der
Durchfihrung der Farbeschritte erscheinen unwahrscheinlich, da die einzelnen
Farbungen jeweils sowohl gut angefarbte und analysierbare wie auch nicht
auswertbare Schnitte hervorbrachten. Zudem lagen innerhalb der einzelnen
Praparate unterschiedliche Farbequalitaten im Bereich des Muskelbauches und
des MSU vor. Ein weiterer Grund fuir den Verlust brauchbarer Schnitte lag beim
Schneiden der Muskeln sowie bei der Ausdehnung der Muskelanteile. So
standen mir innerhalb der verwendeten Falle vereinzelt nur sehr kleine Anteile
des MSU und somit auch nur sehr wenige Schnitte zur Auswertung zur
Verfugung. Teils erlaubten Schneideartefakte keine sichere Identifikation und

Assoziation von Strukturen.

5.1 Qualitative Erfassung der Calretinin-positiven

Palisadenendigungen im Musculus rectus medialis

Die Augenmuskelpraparate stammten von Korperspendern im Alter zwischen 60
und 92 Jahren. Von Diesen farbte ich insgesamt 11 Praparate, von denen 7 Falle
auswertbar waren (Abb. 14). In der Doppelimmunfluoreszenz konnten CR-
positive PE neben CR-negativen PE identifiziert werden, die nur eine SNAP-25-
Farbung zeigten (Abb. 12, 13). Die CR-positiven und CR-negativen PE wiesen

keine Unterschiede beziglich GroRRe, Aussehen und raumlicher Verteilung auf.
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SNAP-25 A [ Calretinin

/

Abbildung 12: Immunfluoreszenz-Farbung einer Calretinin-negativen Palisadenendigung eines
Kérperspender-Falles auf SNAP-25 (A) und Calretinin (B): A: Auf SNAP-25 gefarbtes Praparat zeigt eine
Palisadenendigung (weil3er Pfeil) am sehnigen Ende einer Muskelfaser (gelber Stern). Sie exprimiert kein
Calretinin (B). Die roten Granula reprasentieren Lipofuszin.

A | Calretinin

Abbildung 13: Immunfluoreszenz-Farbung einer Calretinin-positiven Palisadenendigung auf SNAP-25 (A)
und Calretinin (B) im M. rectus medialis eines Korperspender-Falles: Die mit SNAP-25 identifizierte
Palisadenendigung (A, griin) ist CR-positiv (B, weiler Pfeil) und sitzt an dem Ende einer erkennbaren
Muskelfaser (A, gelber Stern). Zudem ist in (A) gelb Lipofuszin zu erkennen.

5.1.1 Anteil der Calretinin-positiven Palisadenendigungen im
Musculus rectus medialis bei Korperspendern
In den 7 auswertbaren Fallen konnten insgesamt 158 PE ausgezahlt werden. Die

Subgruppe der CR-positiven PE stellte mit 115 PE einen prozentualen Anteil von
73% dar. Demgegeniber standen 27% (43) CR-negative PE (Tab. 11, Abb. 14).

PE Gesamt CR+ PE CR+ PE CR- PE CR- PE Alter Falle Schnitte
absolut in % absolut in % absolut in Jahren absolut absolut

158 73 115 27 43 60 - 92 7 37

Tabelle 11: Darstellung der Anteile Calretinin-positiver Palisadenendigungen im M. rectus medialis bei
Korperspendern.
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Anteile der CR+ PE und CR- PE bei Korperspendern

Anzahl PE [absolut]

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Fall 1 Fall 3 Fall 4 Fall 6 Fall 7 Fall 8 Fall 9 GES

Anteil an den PE [in Prozent]

mCR+PE nCR-PE

Abbildung 14: Darstellung der prozentualen Anteile der Calretinin-positiven (CR+) und Calretinin-negativen
(CR-) Palisadenendigungen im M. rectus medialis bei Kérperspendern.

In der Mehrzahl der Falle lag die Anzahl der ausgewerteten PE im Durchschnitt
bei 7 pro Fall. Ein Einzelfall stach mit einer Gesamtzahl von 150 PE aus dem
gewonnenen Datensatz heraus. Die zur Auswertung zur Verfugung stehende
sehr grof3e Anzahl an Schnitten allein erklart diese enorme Haufung der PE in
diesem Fall nicht ausreichend. Morphologisch konnten keine Auffalligkeiten
beobachtet werden. Da meine Ergebnisse durch den Fall 3 nicht in ihrer Aussage
verandert wurden, entschied ich mich dazu, diesen Fall in der Auswertung meiner
Untersuchungen zu berucksichtigen (Abb. 15). Das Vorliegen einer deutlich
erhohten absoluten Anzahl an PE im Fall 3 im Vergleich zu allen anderen Fallen
kann vorerst nicht erklart werden. In dieser Fragestellung konnte eine weitere

Aufarbeitung dieses Falles Thema einer zuklnftigen Untersuchung sein.
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Prozentualer Anteil der Calretinin-positiven
Palisadenendigungen aller Korperspender-Falle

K N

mit Fall 3 ohne Fall 3

@ 9

m Anzahl der CR+ PE

= Anzahl der CR+ PE
= Anzahl der CR- PE = Anzahl der CR- PE

Abbildung 15: Darstellung der prozentualen Anteile der Subgruppe der Calretinin-positiven
Palisadenendigungen an der Gesamtheit der Palisadenendigungen mit und ohne den Sonderfall 3.

5.1.2 Prozentualer Anteil der Calretinin-positiven
Palisadenendigungen im Musculus rectus medialis bei

Strabismus-Patienten

Von den insgesamt zur Verfigung stehenden 43 Strabismus-Praparaten aus der
Augenklinik konnten 10 Falle ausgewertet werden. Das Patientenalter lag

zwischen 8 und 62 Jahren.

Diese Auswertung erfolgte auf die gleiche Art und Weise wie bei den Praparaten
der Korperspender, die mir als Kontroll-Gruppe dienten. Die Befundung der
Strabismus-Falle geschah zeitgleich zur Auswertung der Koérperspender-
Praparate. Bezuglich der Anordnung und des mikroskopischen Aussehens der
PE fielen keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen auf. Auch bei den
Resektaten aus der Augenklinik fanden sich sowohl CR-negative als auch CR-
positive PE (Abb. 16,17).
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SNAP-25 A [ Calretinin

Abbildung 16: Immunfluoreszenzfarbung eines Strabismus-Falles auf SNAP-25 (A, grlin) und Calretinin (B,
rot): Der Bildausschnitt liegt im Muskelsehneniibergang. Zu erkennen ist eine Calretinin-positive
Palisadenendigung (weilker Pfeil), deren Axon (wei3es Dreieck) von der Sehne (S) kommend verlauft (gelber
Stern = mit der Palisadenendigung assoziierte Muskelfaser).

SNAP-25 A [ Calretinin

Abbildung 17: Immunfluoreszenz-Farbung auf SNAP-25 (A) und Calretinin (B) einer Calretinin-negativen
Palisadenendigung eines Strabismus-Falles: Im Muskelsehneniibergang des hier aufgefiihrten M. rectus
medialis schmiegt sich eine Calretinin-negative PE (weilRer Pfeil) an eine sichtbare Muskelfaser (A, gelber
Stern). CR-positive Nervenfasern (weifes Dreieck) dienten dem Nachweis der erfolgreichen Calretinin-
Farbung (B). Sehnige Anteile erscheinen schwarz (S).
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In den auswertbaren Strabismus-Fallen wurden insgesamt 486 PE gefunden,
innerhalb derer ein Anteil von 62% CR-Immunreaktivitat aufzeigte (Tab. 12, Abb.
18).

PE Gesamt CR+ PE CR+ PE CR- PE CR- PE Alter Falle Schnitte
absolut in % absolut in % absolut in Jahren  absolut absolut

486 62 299 38 185 8-62 10 32

Tabelle 12: Anfiuhren der absoluten Zahlen und prozentualen Anteile der Calretinin-positiven
Palisadenendigungen (CR+ PE) im M. rectus medialis der Strabismus-Falle.

Anteile der Calretinin-positiven Palisadenendigungen
im M. rectus medialis bei Strabismus-Patienten

Anzahl PE [absolut]
100% 11 105 9
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0

56 184 18
Fall 10 Fall11 Fall12 Fall13 Fall15 Fall16 Fall 18 Fall20 Fall21 Fall 24 Gesamt

Anteil an den PE [in Prozent]

6 2 15 80 484

ES

mCR+ PE mCR- PE

Abbildung 18: Strabismus-Falle mit den entsprechenden absoluten Anzahlen der Palisadenendigungen und
jeweiligen prozentualen Anteilen der CR-positiven (CR+) und CR-negativen (CR-) Palisadenendigungen.
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5.1.3 Vergleich der prozentualen Anteile der Calretinin-positiven
Palisadenendigungen im Musculus rectus medialis bei

Korperspender und Strabismus-Patienten

Ich verglich die Daten von 7 Korperspender-Fallen mit 9 Resektaten von
Strabismus-Patienten. Dabei betrug das Alter der Kérperspender 60 — 92 Jahre.
Es lag somit Uber der Altersspanne der Strabismus-Patienten, die sich von 8 —
62 Jahren erstreckte. Morphologisch stellten sich die PE in den begutachteten
Praparaten unabhangig vom Alter in den Kdérperspender- und Strabismus-Fallen
gleich dar (Tab. 13).

Kategorie PE Ges CR+PE CR+PE CR-PE CR-PE Alter Falle Schnitte
absolut in % absolut in % absolut in Jahren absolut absolut
Kérperspender 158 73 115 27 43 60 - 92 7 37
Strabismus-P. 484 62 299 38 185 8-62 10 32

Tabelle 13: Tabellarische Gegenuberstellung der wichtigsten Eckdaten gezahlter Palisadenendigungen in
Koérperspender- und Strabismus-Fallen im M. rectus medialis. Aufgefuhrt sich die jeweiligen Daten
Calretinin-positiver sowie -negativer Palisadenendigungen.

In der direkten Gegenuberstellung der gesammelten Daten der Korperspender-
und Strabismus-Falle zeigte sich ein um 10% geringerer Anteil der CR-positiven
PE in den Strabismus-Fallen (Abb. 19).

Auffallend ist zudem die deutlich hdhere Anzahl absolut gezahlter PE in den
Strabismus-Fallen. Trotz der geringen Anzahl untersuchter Schnitte belief sich
die Anzahl der durchschnittlich gezahlten PE, bezogen auf den einzelnen Schnitt,
in den Strabismus-Fallen auf nahezu den vierfachen Wert in Relation zu den
Korperspender-Resektaten (Abb. 20) (siehe auch Kapitel 5.3).
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Vergleich der Calretinin-positiven Palisadenendigungen im
M. rectus medialis bei Korperspendern und Strabismus-Pat.
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40,0% (115 PE) (299 PE)

30,0%

Anteil der CR+ PE [in Prozent]
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0,0%
Korperspender Strabismus-Patienten

mCR+PE nCR-PE

Abbildung 19: Vergleich der prozentualen Anteile Calretinin-positiver (CR+PE) und Calretinin-negativer
Palisadenendigungen (CR-PE) zwischen Korperspender- und Strabismus-Fallen im M. rectus medialis. Im
Vergleich lieR sich mit ca. 10% weniger Calretinin-positiver Palisadenendigungen in den Strabismus-Fallen
ein Trend beobachten. In den Strabismus-Fallen konnte zudem mit 299 Palisadenendigungen eine deutlich
héhere Anzahl an Palisadenendigungen gezahlt werden.

Anzahl der Palisadenendigungen / Schnitt

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Anzahl PE [absolut] / Schnitt

Abbildung 20: Vergleich der absoluten Anzahl der Palisadenendigungen (PE) pro ausgewertetem
Muskelschnitt zwischen Korperspender- und Strabismus-Fallen. Die hier gezeigten Daten stammen
ausschlieflich aus den Farbungen des Vergleichs der prozentualen Anteile der CR-positiven
Palisadenendigungen im M. rectus medialis bei Kérperspender und Strabismus-Patienten.
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5.2 Qualitative Untersuchung der Assoziation der Calretinin-
positiven Palisadenendigungen mit Fast- und Slow-Myosin-
exprimierenden Muskelfasern im Musculus rectus medialis

5.2.1 Kombinierte Avidin-Biotin-Immunfluoreszenz-Farbung

Mittels einer kombinierten Immunperoxidase und Immunfluoreszenzfarbung
lieRen sich die PE sehr gut und sicher identifizieren. Es war dabei durch die
entsprechende Einstellung des Kondensators am Leica-Mikroskop maoglich, die
CR-exprimierenden neuronalen Strukturen in der DAB-Hellfeld-Farbung
gleichzeitig mit den Myosin-Farbungen in der Fluoreszenzfarbung am Mikroskop
zu betrachten (Abb. 21). Somit konnte den einzelnen PE noch leichter und

genauer eine bestimmte MF zugeordnet werden.

Eine Auswertung im Hellfeld-Mikroskop sollte aufgrund der Gefahr des
Ausbleichens der Fluoreszenz-AK zeitlich begrenzt erfolgen. In meiner

Auswertung der Falle stellte dies kein Problem dar.

Calretinin o) | C

Abbildung 21: Gleichzeitige Betrachtung von Hellfeld- und Fluoreszenz-Farbungen durch das Mikroskop:
Mittels der kombinierten DAB-Fluoreszenz-Farbung kdnnen Calretinin-positive Nervenfasern (weiler Pfeil)
im Hellfeldmikroskop (A) gleichzeitig mit den Fast-Myosin-exprimierenden- (B, weiller Stern) und Slow-
Myosin-exprimierenden Muskelfasern (C, gelber Stern) mit den Fluoreszenzfiltern im Mikroskop betrachtet
werden. Davon kdnnen sehnige Anteile abgegrenzt werden (S).

Neben den CR-positiven PE im MSU wurden mit der kombinierten Avidin-Biotin-
Immunfluoreszenz-Farbung weitere CR-positive Strukturen im Muskelkorper
dargestellt (siehe Kapitel 5.2.5).
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5.2.2 Anteil Calretinin-positiver Palisadenendigungen assoziiert
mit Fast- und Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern

bei Korperspendern

Es wurden insgesamt 14 Korperspender-Falle untersucht. Die Praparate
stammten von Korperspendern im Alter von 63 bis 91 Jahren. Von diesen waren
sechs Falle auswertbar. Hierbei fand ich in 57 Schnitten insgesamt 90 CR-
positive PE. Diese konnten gut an ihrer typischen Struktur erkannt werden und

lagen sowohl an Fast- als auch an Slow-Myosin-exprimierenden MF (Abb. 22).
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Abbildung 22: Kombinierte DAB-Fluoreszenzfarbung eines Korperspender-Falles auf Calretinin (A,
schwarz), Fast-Myosin (B, rot) und Slow-Myosin (C, griin) von Calretinin-positiven Palisadenendigungen,
assoziiert mit Fast- und Slow-Myosin: Zwei Palisadenendigungen (PE) (weiRe Dreiecke) sind in der
Calretinin-Farbung zu erkennen. Die untere PE liegt einer in B rot angefarbten Fast-Myosin-exprimierenden
Muskelfaser an (gelber Stern). Die obere PE ist assoziiert mit einer in C sichtbaren Slow-Myosin-
exprimierenden Muskelfaser (weilRer Pfeil).

Die durchgefuhrten Farbungen mit Fast-Myosin zeigten sich oft inkonstant und
am MSU nicht immer sicher auswertbar. Die Farbung auf Slow-Myosin zeigte
dagegen konsistente Ergebnisse. Aufgrund dieser Beobachtungen entschied ich
mich dafur, die PE im weiteren Verlauf anhand der zwei Gruppen ,Fast- /Non-
Slow-Myosin“ - im Folgenden ,Fast-Myosin“ genannt - und ,Slow-Myosin® zu
differenzieren. Zur Gruppe ,Fast-Myosin“ zahlte ich die CR-positiven PE, die an
einer Fast-Myosin-exprimierenden MF lagen und auch diejenigen CR-positiven
PE, die sich bei einer Farbung auf Slow-Myosin-exprimierenden MF nicht
anfarbten. Die Gruppe ,Slow-Myosin“ bildete folglich den Anteil derer CR-

positiver PE, die mit Slow-Myosin-exprimierenden MF assoziiert waren.

Farbungen zur Klarung der Myosin-Spezifitat und -Anfarbung in unserem Labor

zeigten, dass mit unseren verwendeten AK jeder einzelnen MF entweder ein
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Fast- oder ein Slow-Myosin zugeordnet werden konnte. Die durchgeflhrten
Farbungen auf Fast-Myosin MyHf im Muskelbauch der extraokularen Muskulatur
zeigten erwartungsgemaly en-grappe-Endigungen der MIF an Fast-Myosin-
negativen Slow-MF und en-plaque-Endigungen der SIF an Fast-Myosin-
exprimierenden MF (Abb. 23) (siehe auch Abb. 32).

MyHf & SMI81 A MyHf & SMIg1

Abbildung 23: En-grappe-Endigung auf einer Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfaser und en-plaque-
Endigung auf einer Fast-Myosin-exprimierenden Muskelfaser: Die Farbung eines M. rectus lateralis im
Bereich des Muskelbauches auf Fast-Myosin und SMI-81 zeigt in (A) eine MyHf-negative Muskelfaser
(Dreieck) mit multipeln en-grappe-Endigungen (Pfeil). (B) zeigt im Bereich des Muskelbauches desselben
Muskels eine MyHf-positive Muskelfaser (Dreieck) mit einer en-plaque-Endigung (Pfeil).

In den durchgefuhrten Doppelfarbungen auf Fast- und Slow-Myosin waren die
CR-positiven PE entweder den Slow- und Fast-Myosin-exprimierenden MF oder

ungefarbten MF zugeordnet. Eine Doppelfarbung der MF lag nicht vor (Abb. 24).

Calretinin - )’ Fast-Myosin B Slow -Myosin
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Abbildung 24: Kombinierte DAB-Fluoreszensfarbung eines Korperspender-Falles auf Calretinin (A,
schwarz), Fast-Myosin (B, rot) und Slow-Myosin (C, griin) zeigt eine mit Slow-Myosin assoziierte
Palisadenendigung: Eine Calretinin-exprimierende PE (weiles Dreieck) eines M. rectus medialis ist mit einer
Slow-Muskelfaser (gelber Stern) assoziiert, die in (B) entsprechend negativ und in (C) positiv ist. Beispielhaft
istin (B) eine Fast-Myosin-exprimierende Muskelfaser hervorgehoben (weil3er Pfeil), die in (C) entsprechend
Slow-Myosin-negativ ist.
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Der Anteil der CR-positiven PE in der Gruppe ,Fast-Myosin® belief sich auf 92%.
Die Gruppe ,Slow-Myosin“ beinhaltete 8% aller CR-positiven PE (Tab. 14).

PE Gesamt Fast-MF Fast-MF Slow-MF Slow-MF Alter Falle Schnitte

absolut in % absolut in % absolut in Jahren  absolut absolut

90 92 83 8 7 63 - 91 6 57

Tabelle 14: Darstellung der Assoziation Calretinin-positiver Palisadenendigungen zu Fast- und Slow-
Myosin-exprimierenden Muskelfasern der Korperspender.

In drei der ausgewerteten Falle mit einer relativ geringen absoluten Anzahl an
CR-positiven PE konnte ich keine Assoziation von CR-positiven PE mit Slow-

Myosin-exprimierenden MF nachweisen (Abb. 25).

Anteile der Calretinin-positiven Palisadenendigungen
an Fast- und Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern
bei Korperspendern

Anzahl PE [absolut]

100% 3 32 34 7 5 9 90
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Abbildung 25: Prozentuale Darstellung der Calretinin-positiven Palisadenendigungen beziglich der
Assoziation zu Fast- bzw. Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern der einzelnen Falle, sowie dem
Durchschnitt aller ausgewerteten Palisadenendigungen (Gesamt).
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Die Farbungen aus der ersten Fragestellung konnte ich hier nicht in die
Auswertung einbringen. Mein Ziel, mit der Triple-Immunfluoreszenzfarbung auch
eine Aussage uber eine Assoziation der CR-positiven PE zu Slow-MF treffen zu
kénnen, war aufgrund der schlechten Auswertbarkeit dieser MF-Farbung nicht

moglich.

Es fiel auf, dass PE teils lokal gehauft vorkamen (Abb. 26). Diese Tatsache wurde
bereits 1984 von Richmond erwahnt und bleibt bis heute ungeklart (Richmond et
al. 1984).
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Abbildung 26: Kombinierte DAB-Fluoreszenzfarbung eines Kérperspender-Falles auf Calretinin (A, schwarz)
und Fast-Myosin (B, rot): Es zeigt sich deutlich eine raumlich begrenzte Haufung von Calretinin-positiven
Palisadenendigungen (weilRe Dreiecke, A), die sich alle jeweils mit einer Fast-Myosin-exprimierenden
Muskelfaser (gelber Stern, B) assoziieren lassen.

100pum

5.2.3 Calretinin-positive Palisadenendigungen assoziiert mit
Fast- und Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern bei

Strabismus-Patienten

Von insgesamt zwdlf Strabismus-Fallen konnten in funf Fallen zwdlf Schnitte
ausgewertet werden. In den Strabismus-Fallen lag das Alter der Patienten im
Mittel bei knapp 39 Jahren, wobei eine Spannweite von 36 Jahren vorlag. Hier
fand ich insgesamt 125 PE. In der verwendeten kombinierten DAB-
Fluoreszensfarbung fand ich CR-exprimierenden PE sowohl mit Fast-Myosin-
exprimierenden MF (Abb. 27) als auch mit Slow-Myosin-exprimierenden MF
(Abb. 28) assoziiert.
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Abbildung 27: Kombinierte DAB-Fluoreszensfarbung auf Calretinin (A, schwarz), Fast-Myosin (B, rot) und
Slow-Myosin (C, griin) dreier an Fast-Myosin liegenden Calretinin-positiven Palisadenendigungen in einem
Strabismus-Fall: Drei nahe beieinanderliegende Palisadenendigungen (weille Pfeile) finden sich jeweils am
Ende einer mit mMMHCf markierten Fast-Myosin-exprimierenden Muskelfasern (gelber Stern). In (C) leuchten
zwei mit gtMyH7B markierte Slow-Myosin-exprimierende Muskelfasern stark griin (weiles Dreieck),
wohingegen die entsprechenden Muskelfasern aus (B) nur aufgrund der Hintergrundfarbung sichtbar sind.

Abbildung 28: Kombinierte DAB-Fluoreszensfarbung auf Calretinin (A, schwarz), Fast-Myosin (B, rot) und
Slow-Myosin (C, grun) einer Slow-Myosin-assoziierten Calretinin-positiven Palisadenendigung eines
Strabismus-Falles: Zur Darstellung kommt eine in (A) sichtbare Calretinin-positive PE in der Nahe des
Muskelsehneniibergangs. Diese ist assoziiert mit einer Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfaser (C, gelber
Stern) in einem Strabismus-Fall.

Der Anteil der Fast-Myosin-assoziierten CR-positiven PE entsprach dabei 91%.
Der PE-Anteil, der mit Slow-Myosin-exprimierenden MF assoziiert war, belief sich
somit auf 9% (Tab. 15, Abb. 28).

PE Gesamt Fast-MF Fast-MF Slow-MF Slow-MF Alter Falle Schnitte
absolut in % absolut in % absolut in Jahren  absolut absolut

125 91 114 9 11 21-57 5 12

Tabelle 15: Darstellung der Assoziation Calretinin-positiver Palisadenendigungen zu Fast- und Slow-
Myosin-exprimierenden Muskelfasern bei Strabismus-Patienten.
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Anteile der Calretinin-positiven Palisadenendigungen an Fast- und
Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern bei Strabismus-Patienten

Anzahl PE [absolut]

100% 39 28 2 54 2 125
90%
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50%
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Anteile der PE [in Prozent]
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Abbildung 29: Darstellung der prozentualen Anteile der Calretinin-positiven Palisadenendigungen (PE) an
Fast-Myosin-exprimierenden (Fast-MF) und Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern (Slow-MF) bei
Strabismus-Patienten, aufgezeigt fiir die einzelnen Falle und im Durchschnitt (Gesamt), jeweils mit Angabe
der absoluten Anzahl der Palisadenendigungen.

5.2.4 Vergleich der Anteile von Calretinin-positiven
Palisadenendigungen assoziiert mit Fast- und Slow-
Myosin-exprimierenden Muskelfasern bei Korperspendern

und Strabismus-Patienten

Im Vergleich der Anteile der Fast-Myosin assoziierten CR-positiven PE zwischen
Korperspender- und Strabismus-Fallen zeigten sich die Anteile an Fast-Myosin
assoziierten CR-positiven PE mit 91% und 92% nahezu identisch (Tab. 16).
Anhand der vorliegenden Daten konnte diesbezuglich keine Veranderung in den
extraokularen Muskeln von Strabismus-Patienten beobachtet werden. Dazu zeigt

Abb. 30 ein vergleichendes Balkendiagramm.
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Kategorie PE Gesamt  Fast-MF Fast-MF Slow-MF Alter Falle Schnitte
absolut in % absolut in % in Jahren absolut absolut
Korperspender 90 92 % 83 8 % 63 - 91 6 57
Strabismus-P. 125 91 % 114 9 % 21-57 5 12

Tabelle 16: Ubersicht (ber die Durchschnittswerte von Kérperspender- und Strabismus-Féllen,
insbesondere bzgl. des Vergleiches der Anteile der Assoziation Calretinin-positiver Palisadenendigungen

zu Fast- und Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern.

Vergleich der Assoziation der Calretinin-positiven

Palisadenendigungen zu Fast- und Slow-Muskelfasern im
M. rectus medialis bei Korperspender- und Strabismus-Fallen

100%
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Anteil der CR+ PE [in Prozent]
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Abbildung 30: Vergleich der prozentualen Anteile der mit Fast-Myosin-exprimierenden Muskelfasern (Fast-
MF) und Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern (Slow-MF) assoziierten Calretinin-positiven (CR+)
Palisadenendigungen (PE) im M. rectus medialis bei Kérperspender- und Strabismus-Fallen. In Klammern
angegeben ist die absolute Anzahl der Fast-Myosin-assoziierten Calretinin-positiven Palisadenendigungen.

Auch in der Betrachtung der Assoziation der CR-positiven PE zu Fast- bzw. Slow-

Myosin-exprimierenden MF fiel eine deutliche hdhere Anzahl der CR-positiver PE

auf. Von insgesamt 90 CR-positiven PE bei den Korperspender-Resektaten
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wurden bei den Strabismus-Fallen durchschnittlich 125 CR-positive PE gefunden
(Abb. 31).

Vergleich der Anzahl der Calretinin-positiven
Palisadenendigungen / Schnitt
bei Korperspendern und Strabismus-Patienten

e
Patienten

Korperspender -

0 2 4 6 8 10 12
Anzahl der CR+ PE / Schnitt

Abbildung 31: Vergleich der absoluten Anzahl der Calretinin-positiven Palisadenendigungen (CR + PE) pro
Schnitt bei Kérperspendern und Strabismus-Patienten.

5.2.5 Weitere Nervenendigungen

Mit der kombinierten DAB-Fluoreszensfarbung auf CR wurden neben den CR-
positiven PE auch en-grappe-Endigungen (Abb. 32) und MS (Abb. 33) sichtbar.
En-plaque-Endigungen zeigten, wie bereits von Lienbacher et al. beschrieben,

keine CR-Expression (Lienbacher et al. 2019).

Calretinin A Fast-Myosin B | Slow-Myosin
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Abbildung 32: Calretinin-positive En-grappe-Endigung an einer Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfaser:
Kombinierte DAB-Fluoreszensfarbung auf Calretinin (A, schwarz), Fast-Myosin (B, rot) und Slow-Myosin (C,
grun) eines Koérperspender-Falles: Eine typische en-grappe-Endigung (A, weile Dreiecke) liegt am Rande
einer Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfaser (C, gelber Stern), umgeben von verschiedenen
Muskelfasern vom Fast-Typ (B, weil3er Pfeil).
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Abbildung 33: Calretinin-positive anulospiralige Nervenfasern einer Muskelspindel: Die Abbildung zeigt eine
kombinierte DAB-Fluoreszenzfarbung auf Calretinin (A, schwarz) und Slow-Myosin (B, griin) eines
Koérperspender-Falles. Sichtbar ist eine intrafusale Faser einer Muskelspindel (weie Pfeile, B), die
anulospiralige Endigungen kontaktiert wird. Diese Endigungen sind Calretinin-positiv (weife Dreiecke, A).

Auch Spiralendigungen, wie sie bereits im Jahre 1946 von Daniel beschrieben
wurden, konnten mit der CR-Farbung sichtbar gemacht werden (Daniel 1946).
Diese Nerven umwickeln einzelne MF mehrfach und bilden Endplatten mit
klassischen motorischen Merkmalen aus (Ruskell 1984). Wie aus der
Doktorarbeit von Sédnger hervorgeht, existieren daneben aber auch CR-negative
Spiralendigungen (Sanger 2018). CR-positive Spiralendigungen waren mit Slow-
Myosin-exprimierenden MF assoziiert (Abb. 34). Hierauf lag jedoch nicht das

Augenmerk dieser Arbeit.

Calretinin

Abbildung 34: Calretinin-positive Spiralendigung: Eine Calretinin-exprimierende Spiralendigung (weiler
Pfeil, A) windet sich um eine Slow-Myosin-exprimierende Muskelfaser (gelber Stern, C). In der ndheren
Umgebung liegen einige Fast-Myosin-exprimierende Muskelfasern, die mit mMHCf markiert wurden (weiler
Stern, B). Der Ausschnitt stammt aus einem Korperspender-Fall und wurde mit der kombinierten DAB-
Fluoreszensfarbung auf Calretinin (A, schwarz), Fast-Myosin (B, rot) und Slow-Myosin (C, griin) gefarbt.
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5.3 Hohere absolute Anzahl Calretinin-positiver

Palisadenendigungen in Strabismus-Fallen

In den durchgefuhrten Farbungen zu den verschiedenen Fragestellungen fiel
jeweils eine deutlich erhdhte absolute Anzahl der PE bei den Strabismus-
Resektaten auf (Abb. 20, 30).

Summiert man die absolute Anzahl der PE der verschiedenen Fragestellungen,
so lagen bei den Koérperspendern in 94 Schnitten 248 PE vor, also ca. 2,5 PE /
Schnitt. Bei den Strabismus-Patienten fand ich in insgesamt 44 Schnitten 611
PE, was 14 PE / Schnitt entspricht und somit mehr als funfmal so viele PE im

Vergleich zu den Korperspendern beobachtet wurden (Abb. 35).

Anzahl der Palisadenendigungen / Schnitt

Korperspender -

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Anzahl der PE / Schnitt

Abbildung 35: Vergleich der absoluten Anzahl der Palisadenendigungen (PE) pro Schnitt bei Strabismus-
Patienten und Korperspendern mit Einbeziehung aller gezahlter Palisadenendigungen (Calretinin-positive
und -negative Palisadenendigungen).
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Palisadenendigungen (PE) im distalen
Muskelsehnenibergang (MSU) des M. rectus medialis (MR) von Kérperspendern
und Strabismus-Patienten mit immunhistochemischen Methoden untersucht.
Dabei wurden folgende neue Befunde erhoben: Es konnte aufzeigt werden, dass
die Subgruppe der Calretinin (CR)-positiven PE im MR von menschlichen
Kdrperspendern einen Anteil von ca. 73% aller PE ausmacht. Zudem wurde ein
hoher Anteil (92%) CR-positiver PE an MF mit histochemisch nachgewiesenen
Fast-Twitch-Eigenschaften beobachtet. Im Vergleich der Ergebnisse zwischen
Korperspendern und Strabismus-Patienten zeigte sich ein um 10% geringerer
Anteil der CR-positiven PE in den Strabismus-Fallen. Auffallend war die deutlich
héhere Anzahl absolut gezahlter PE in den Strabismus-Fallen. Bezlglich der
Assoziation der CR-positiven PE zu Fast- und Slow-Myosin-exprimierenden MF
konnten keine Unterschiede zwischen Koarperspendern und Strabismus-

Patienten gezeigt werden.

6.1 Calretinin-Expression in Palisadenendigungen

Entsprechend friherer Arbeiten konnte hier bei Kérperspendern und Strabismus-
Patienten die gesamte Innervation mit dem gegen SNAP-25 gerichteten
Antikdrper SMI81 konsistent dargestellt werden (Lienbacher und Horn 2012;
Eberhorn et al. 2005). Die erzielten Ergebnisse der CR-Expression im MR stehen
in Einklang zu den Befunden am Affen und vorlaufigen Beobachtungen am
Menschen, wobei in der hier systematischen Studie gezeigt werden konnte, dass
ein durchgangig hoher Anteil von ca. 73% der PE im MR CR-positiv war
(Lienbacher et al. 2018; Sanger 2018). Dieser Befund geht einher mit dem
Nachweis CR-positiver und Cholinacetyltransferase-positiver Zellkorper in der
C-Gruppe des Rhesusaffen und in Neuronen in der Peripherie des Ncl.

oculomotorius beim Menschen (Lienbacher et al. 2018; Lienbacher et al. 2019).

Eine eindeutige Zuordnung des Calcium-bindenden Proteins CR zu bestimmten
funktionellen Neuronengruppen existiert bislang nicht. Es findet sich Uber das

gesamte Nervensystem hinweg verteilt und ist Bestandteil verschiedenster
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neuronaler Schaltkreise (DeFelipe 1997). Eine CR-Expression konnte
beispielsweise in Motorneuronen des Ruckenmarks bei Ratten beobachtet
werden (Laslo 2000). Allerdings wird CR in vielen Untersuchungen eher mit
sensiblen Funktionen assoziiert. So konnte ich in den von mir untersuchten EOM
CR-positive anulospiralige Nervenendigungen darstellen, die sich um die
intrafusale Faser einer Muskelspindel legen (siehe Kapitel 5.2.5). In
Untersuchungen von Duc et al. konnten CR-exprimierende Nerven in den
Spinalganglien bei Ratten und auch Hlihnchen spezifisch zu MS, Vater-Pacini-
Korperchen und anderen Mechanorezeptoren der Haut als Zielstruktur
zuruckgefuhrt werden. Daraus schlussfolgerte Duc et al., dass die CR-
Expression mit sich schnell anpassenden Mechanorezeptoren in Verbindung
steht (Duc et al. 1993, 1994). Weitere Untersuchungen des Rickenmarks bei
Ratten konnten das Lagemuster CR-positiver Zellen sensiblen und nozizeptiven
Leitungsbahnen zuordnen (Ren K 1992). Untersuchungen des Ziliarmuskels
zeigten ebenfalls einige CR-exprimierende Endigungen, die eine
mechanorezeptive Funktion innehaben kénnten (Fligel-Koch et al. 2009).
Inwieweit die CR-Expression einer Subgruppe von PE flr deren sensible
Funktion spricht, bleibt vor den widersprichlichen Befunden einer

propriozeptiven Rolle offen.

Funktion der Palisadenendigungen

Nachweise fur propriozeptive Signale der EOM existieren seit einiger Zeit. 2007
gelang Wang und seinen Kollegen der Nachweis eines propriozeptiven Signals
von den EOM im somatosensorischen Cortex beim Affen (Wang et al. 2007). Die
Autoren demonstrierten in ihrer Arbeit, dass die Neurone in diesem kortikalen
Bereich abhangig von der Lage des Augapfels feuern und bei einer Anasthesie
der kontralateralen EOM verstummen (Wang et al. 2007). AuRerdem konnte
Dancause et al. in elektromyographischen Untersuchungen an den EOM einen
Muskeldehnungsreflex nachweisen, der in skelettaler Muskulatur durch ein
sensorisches Organ initiiert wird. Folglich wirde man auch in den EOM
propriozeptive Endigungen erwarten (Dancause et al. 2007; Behrends et al.
2010). In den EOM liegen die klassischen propriozeptiven Rezeptoren der

skelettalen Muskulatur wie beispielsweise die MS in den unterschiedlichen
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Spezies nur in sehr variablem Ausmal} vor und deren Funktion wird aufgrund
veranderter Morphologie teils in Frage gestellt (siehe Kapitel 2.2.3) (Buttner-
Ennever 2006). Fur GSO konnten in den EOM des Menschen bisher keine oder
nur fragliche Funde erhoben werden (Richmond et al. 1984; Sodi et al. 1988,
Bruenech und Ruskell 2000; Blumer et al. 2006). PE finden sich dagegen in allen
bisher darauf untersuchten Spezies mit frontal-standigen Augen, allerdings
inkonsistent in Spezies mit lateral-standigen Augen (Blumer et al. 2016). Daher
ist eine Annahme, dass PE propriozeptive Signale aus dem Sehnenubergang der

EOM weiterleiten konnten.

Den Uberlegungen, dass PE in den EOM eine sensible Rolle Ubernehmen,
stehen Theorien einer motorischen Funktion der PE gegenuber. Die
Interpretation der bisherigen Forschungsergebnisse lasst zwei unterschiedliche
Sichtweisen zu. Fur beide Anschauungen lassen sich untermauernde Argumente
vorbringen. In der Zusammenschau aller Eigenschaften der PE finden sich also
einerseits Argumente flr eine motorische Funktion (Expression von ChAT,
Vorhandensein von alpha-Bungarotoxin an neuromuskularen Kontakten,
Vorhandensein einer Basallamina in neuromuskularen Kontakten, Lage der
Zellkorper nahe dem Kerngebiet des N. oculomotorius, anatomischen Einheit mit
den MIF) (Konakci et al. 2005; Khanna et al. 2003; Lukas et al. 2000, Blumer et
al. 2001, 2009, 2016, 2020; Buttner-Ennever et al. 2001; Lienbacher et al. 2011).
Andererseits finden sich diese Eigenschaften zum Teil nicht konstant, und die
Expression von ChAT oder die Lage der Zellkérper der PE aullerhalb des
Trigeminus-Ganglions beweist noch keine motorische Funktion. So liegen die
Zellkorper der propriozeptiven Afferenzen zu den Kaumuskeln im
mesencephalen Ncl. nervi trigemini, der auch Zellkdrper der MS in den EOM beim
Affen aufweist (Wang und May 2008). Fur eine sensorische Funktion der PE
sprechen die Lage der PE im MSU, das Fehlen von alpha-Bungarotoxin und eine
ausschlief3lich bei neurotendindsen Kontakten ausgebildete Basallamina, sowie
die Tatsache, dass bisher keine andere anatomische Struktur gefunden wurde,
die eine propriozeptive Funktion Uberzeugend austben kdénnte (Schoultz 1972;
Ruskell 1978; Alvarado-Mallart und Pincon-Raymond 1979; Blumer et al. 1998;
Lukas et al. 2000; Buttner-Ennever et al. 2001; Konakci et al. 2005; Blumer et al.
2009).
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Durch die Untersuchung der CR-Expression der PE beim Menschen konnte, wie
bereits beim Affen gezeigt, eine Subgruppe CR-positiver PE identifiziert werden
(Lienbacher et al. 2018). Eine endgultige Aussage bezuglich einer sensorischen
oder motorischen Funktion der PE anhand der CR-Expression konnte nicht
geleistet werden. Allerdings lieferten die Daten der vorliegenden Arbeit
weiterfihrende  Hinweise fur eine wichtige Rolle der PE Dbei

Konvergenzbewegungen der Augen.

Calretinin-positive  Palisadenendigungen mit Sonderrolle bei

Konvergenz?

Unabhangig davon, ob sie motorisch oder sensibel sind, spielen die CR-positiven
PE madglicherweise eine Sonderrolle bei der Konvergenzbewegung der Augen
(Blumer 2016). Die vorliegende Arbeit steht in Einklang mit Befunden am Affen
und Menschen, wo nur im MR und IR CR-positive PE gefunden wurden
(Lienbacher et al. 2018; Sanger 2018). Dabei umfasste der Anteil der CR-
positiven PE mehr als 86% im MR beim Affen (Lienbacher et al. 2018). Eine
ahnlich hohe Population von 73% CR-positiven PE im MR wurde in vorliegender
Arbeit in den menschlichen Kérperspender-Fallen ermittelt, was auf eine wichtige
Funktion dieser PE hinweist. Dabei scheinen die PE im MR allgemein eine

besondere Rolle zu spielen, auf die ich hier zunachst eingehen mochte.

Die PE zeigen Unterschiede bezuglich der Anzahl und Form innerhalb der
verschiedenen Spezies und auch der unterschiedlichen EOM. So fanden sich
konstant zahlreiche, gut entwickelte PE bei Lebewesen mit frontal stehenden
Augen, wie beispielsweise Katzen, Affen und Menschen, die aber vornehmlich
neurotendindése Endigungen aufwiesen (Blumer et al. 2016). Sehr variabel
bezuglich Anwesenheit, Haufigkeit und Aussehen zeigten sich PE dagegen bei
Tieren mit seitlich stehenden Augen. Hier konnte generell nur eine verminderte
Anzahl der PE vorgefunden werden. Und wahrend beispielsweise bei Kaninchen
sehr gut ausgebildete PE mit Uberwiegend neuromuskularen Kontakten
beobachtet wurden, so sind bei Ratten nur vereinzelte PE identifizierbar
(Eberhorn et al. 2005; Blumer et al. 2001, 2016). Beobachtungen von Blumer et
al. bei verschiedenen Spezies ergaben eine durchgehend erhdéhte Anzahl der PE
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im MR im Vergleich zu den anderen geraden EOM. Diese war vor allem in Tieren
mit frontal-stehenden Augen deutlich ausgepragt, wobei im SR und IR auch noch
relativ viele PE gezahlt wurden. Im LR lagen so gut wie keine PE vor. Bei Tieren
mit lateral-standigen Augen war die Anzahl der PE generell vermindert, lag aber
mit geringerer Anzahl im MR und LR vergleichbar ausgepragt vor. Dagegen
fanden sich hier kaum Beobachtungen von PE im SR und IR (Blumer et al. 2016).
Dies fuhrt zur Vermutung, dass den PE beim binokularen Sehen von Lebewesen

mit frontal-stehenden Augen eine wichtige Rolle zukommt (Blumer et al. 2016).

In einer vergleichenden Entwicklungsstudie an den geraden EOM von Katzen
wurde gezeigt, dass die PE eine ahnliche morphologische Entwicklung
durchlaufen, sich aber in Hinblick auf die am Ende vorliegende Dichte und den
zeitlichen Ablauf der Entwicklung unterscheiden. Diese vollzog sich am
schnellsten im MR. Hier lagen nach Beendigung der Entwicklung nach ca 45

Tagen postnatal die PE in der hdchsten Dichte vor (Blumer et al. 2017).

Die Anzahl der PE scheint im MR beim Menschen im Bereich von 40 — 130 PE
zu liegen (Laessing 2013; Blumer et al. 2016). Bei Affen fallt sie etwas niedriger
aus (Blumer et al. 2016). Andere Angaben in der Literatur schwanken zwischen
350 PE in einem einzelnen MR eines Rhesus-Affen bis hin zu groben
Schatzungen der Anzahl der PE beim Menschen mit 20-30 PE (Ruskell 1978;
Lukas et al. 2000). In meinen Beobachtungen augengesunder Korperspender
zahlte ich mit max. 18 PE im Fall 7 durchgehend weniger PE als in der sonstigen
Literatur angegeben. Mir stand in der Mehrzahl der Falle der Muskel nicht in
seiner gesamten Lange zur Auswertung zur Verfligung, wodurch ich zur
absoluten Anzahl der PE in den untersuchten Fallen keine endgultige Aussage
treffen kann. Die hier gezahlten Beobachtungen beschreiben damit Mindestwerte

der sicher hoheren Anzahl von PE.

Diese Erkentnisse fuhren in der Gesamtheit zur Vermutung, dass den PE
insbesondere des MR bei Konvergenzbewegungen, die fur ein binokulares
Sehen erforderlich sind, bei Lebewesen mit frontal-stehenden Augen eine
wichtige Rolle zukommt (Blumer et al. 2016). Auffallend ist, dass bei Primaten
einschlieBlich des Menschen nur im MR und IR CR-positive PE gefunden

wurden, nicht aber bei Tieren mit lateral-standigen Augen, wie beispielsweise
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Ratten (Porcellato, Lienbacher und Horn 2013 unverdffentlichte Daten;
Lienbacher et al. 2018). Diese beiden Muskeln sind bei der Konvergenz der
Augen beteiligt, wobei dem MR die wichtigere Rolle zukommt (Aumdller et al.
2010). Anders als bei dem Calcium-bindenden Protein Parvalbumin, das
vornehmlich in stark feuernden Neuronen vorkommt (Celio 1990), gibt es keine
entsprechende klare Korrelation zu CR-positiven Neuronen. Rogers et al.
vermutete aufgrund seiner Beobachtungen, dass die CR-Expression Neurone mit
einem ,fine tuning“ fur die betreffende Funktion versieht (Rogers und Resibois
1992). Duc et al. schlussfolgerte aus den beobachteten spezifischen
Assoziationen CR-exprimierender Nerven zu MS, Vater-Pacini-Kérperchen und
anderen Mechanorezeptoren der Haut, dass die CR-Expression mit sich schnell
anpassenden Mechanorezeptoren in Verbindung steht (Duc et al. 1993; 1994).
Dartber hinaus konnte die Forschungsgruppe rund um Gall eine beeindruckende
Zunahme der Erregbarkeit von Nervenzellen im Cerebellum in Knock-Out-
Mausen mit fehlendem CR nachweisen. Hierbei kommen die Autoren zu der
Auffassung, dass CR durch seine Calcium-Buffer-Eigenschaften die intrinsische
Erregbarkeit von Zellen verandert und somit auf die physiologische Funktion der

neuronalen Vorgange Einfluss nimmt (Gall et al. 2005).

Da nicht alle PE CR exprimieren, kdnnte dies ein Hinweis auf Spezialisierungen
innerhalb der PE darstellen. Spielen die PE moglicherweise allgemein eine Rolle
bei der Feinjustierung der Augen bei Fixation, so kdnnte die Subgruppe der CR-
positiven PE dabei eine besondere Rolle bei der Konvergenzbewegung der
Augen innehaben. Denkbar ist auch, dass das CR seine Funktion nicht an den
Synapsen in der Peripherie, sondern im zentral gelegenen Zellkorper innehat. Es
konnte hier durch seine Eigenschaften folglich dazu dienen, die neuronale
Erregbarkeit fir pramotorische Eingange von ,near response“-Input,
beispielsweise von der zentralen mesencephalen Formatio reticularis bei

Vergenzbewegungen, zu modulieren (Bohlen et al. 2017).
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6.2 Assoziation der Calretinin-positiven Palisadenendigungen

mit Fast-Myosin exprimierenden Muskelfasern

Frahere Beobachtungen, dass beim Menschen PE auch an MF mit Fast-twitch-
Eigenschaften sitzen, wurden in der vorliegenden Arbeit bestatigt. Die
Ergebnisse dieser Dissertation bezliglich der Assoziation der Subgruppe der CR-
positiven PE mit Fast- und Slow-Myosin exprimierenden MF im MR beim
Menschen zeigten, dass in diesen EOM rund 90% der CR-positiven PE an Fast-
Myosin-exprimierenden Muskelfasern (Fast-MF) vorliegen. Dies steht in Kontrast
zu Beobachtungen bei Tieren. Bei Katzen und Affen konnte eine Assoziation der
PE ausschlief3lich zu Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern (Slow-MF) und
somit den MIF aufgezeigt werden (Alvarado-Mallart und Pincon-Raymond 1979;
Lienbacher et al. 2011; Eberhorn et al. 2005). Untersuchungen, die
morphologische Beobachtungen wie beispielsweise das Erscheinungsbild der
MF heranzogen, unterstitzten diese Beobachtungen (Bulttner-Ennever et al.
2001; Konakci et al. 2005). Untersuchungen am menschlichen Gewebe liegen
nur in geringer Menge vor. Lukas et al. vermutete aufgrund der
elektronenmikroskopischen Eigenschaften der an den PE liegenden MF beim
Menschen eine Assoziation dieser zu den MIF. Funde von en-grappe-
Endigungen in der Nahe der PE bestarkten ihn in seiner Vermutung (Lukas et al.
2000). Richmond und Kollegen konnten in der Untersuchung von PE in den
menschlichen EOM keine eindeutige Assoziation der PE zu den MIF detektieren
(Richmond et al. 1984). Zudem liegen Beobachtungen vor, dass in menschlichen
EOM PE an MIF aber auch an SIF sitzen; jedoch ohne dies zu quantifizieren
(Laessing 2013). Diese Beobachtung wurde fur PE beim MR und LR in der Arbeit
von Andreas bestatigt und flr 86% aller PE gefunden (Andreas 2021). In gleicher
Weise zeigte sich in der vorliegenden Arbeit fir den MR, dass nahezu alle (90%)
der CR-positiven PE mit Fast-twitch MF assoziiert sind und nur ein kleiner Anteil
mit Slow-non-twitch MF. Dieser ungewohnliche Befund zur Assoziation von PE

an Fast-MF soll im Folgenden diskutiert werden.

Wie bereits in Kapitel 5.2.2 angesprochen, zeigten sich die durchgefihrten
Farbungen mit Fast-Myosin oft inkonstant und am MSU nicht immer sicher
auswertbar. Ich nahm eine Einteilung der PE in die zwei Gruppen der Fast-
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Myosin- und Nicht-Slow-Myosin-exprimierenden MF (,Fast-MF“) einerseits und
der Slow-Myosin-exprimierenden MF (,Slow-MF“) andererseits vor (siehe Kapitel
5.2.2). Die Handhabung, dass mit Fast-Myosin inkonsistent gefarbte MF als
,Fast* angenommen wurden, sofern sie nicht Slow-Myosin exprimierten, beruhte
auf folgenden Tatsachen: Arbeiten von Liu et al. hatten gezeigt, dass beide
Myosine nicht ko-lokalisiert in MF des MSU auftreten (Liu 2021). Zudem war an
anderen Abschnitten der EOM verifiziert worden, dass en-plaque-Endigungen
nur an Fast- und en-grappe-Endigungen nur an ,nicht-Fast‘-MF sitzen (siehe
Abb. 23). Es zeigte sich, dass die Antikorper am besten an Material, das nicht
fixiert war, funktionierten. Ein Grof3teil des mir zur Verfugung stehenden Materials
war jedoch fixiert und teilweise Uber Jahre bei -64°C eingefroren. Somit stellte
modglicherweise die Art der Fixierung und Lagerung der Schnitte einen
Einflussfaktor bei der Immunreaktivitdt der Myosinisoformen dar. Denkbare
Kreuzreaktionen der Antikdrper erschienen als unwahrscheinlich, da kombinierte
Farbungen zeigten, dass einzelne MF auf einer Schnittebene entweder Fast-
oder Slow-Myosin exprimierten. Damit kdnnen Fehlinterpretationen aufgrund von

methodischen Problemen ausgeschlossen werden.

Eine mogliche Erklarung fir den ungewdhnlichen Befund von PE an Fast-
Myosin-positiven MF konnte auch in der unterschiedlichen Myosin-Expression
entlang der einzelnen MF zu finden sein. Einige Beobachtungen berichten Uber
Unterschiede der Myosin-Ausstattung im Verlauf einer einzelnen MF bei Tieren
(Korfage 2016; McLoon et al. 1999). So zeigte Lucas et al., dass in der orbitalen
Schicht der EOM bei Ratten sowohl SIF als auch MIF innerhalb ihres Verlaufs
verschiedene Myosine exprimieren (Lucas et al. 2018). Ein solches Muster ist
bekannt fur die orbitalen MIF, die im zentralen Bereich von en-plaque-
Endigungen kontaktiert werden und dort auch twitch-Eigenschaften aufweisen
und entsprechend Fast-Myosin exprimieren (Jacoby et al., 1989). Auch im
menschlichen EOM wurden deutliche Differenzen der Myosin-Expression bei der
Untersuchung von Querschnitten entlang des Muskelverlaufs entdeckt (Kjellgren
et al. 2003). Die am MSU Fast-Myosin exprimierenden MF kénnten also
prinzipiell im weiteren Verlauf nach zentral Slow-Myosine exprimieren. Inwieweit
die von PE kontaktierten Fasern insgesamt klassische SIF reprasentieren, liel3e

sich nur Uber Studien an whole-mount-Muskelpraparaten, in denen man den
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gesamten Verlauf der MF beurteilen kann, untersuchen. Trotz eines Myosin-
Wechsels innerhalb der MF liegen in einer bestimmten MF jedoch grundsatzlich
ahnliche Myosine vor. So liegen in MIF eher langsamere Myosine vor und in SIF
eher Schnellere (Lucas, Rhee und Hoh 2018).

Die Organisation der EOM ist durch eine sehr hohe Komplexitat sowie enorme
Diversitat der Myosin-Ausstattung der MF gekennzeichnet, um die sehr breit
gefacherten Herausforderungen der Augenbewegungen zu ermdglichen. Diese
erhebliche Differenziertheit der menschlichen EOM im Vergleich zu denen von
anderen Arten spiegeln in Ansicht von Kjellgren eventuell die hervorragende
Stellung des binokularen Sehens und der Konvergenz beim Menschen wider
(Kjellgren et al. 2003).

Untersuchungen bei Katzen, die ein whole-mount-Verfahren verwendeten,
zeigten zumindest fur den distalen Muskelbereich, dass die PE in dieser Spezies
von demselben Axon ausgehen, welches auch die multiplen en-grappe-
Endigungen der MIF ausbildet (Zimmermann et al. 2013; Blumer et al. 2017,
Blumer et al. 2020). Der Nachweis dieser Theorie konnte beim Menschen bisher
noch nicht erbracht werden (Lienbacher und Horn 2012). Hierbei ist jedoch zu
bedenken, dass Differenzen in der Haufigkeit der CR-positiven PE und den CR-
positiven en-grappe-Endigungen existieren: Der Anteil der CR-positiven PE im
MR ist sehr hoch; der Anteil der CR-positiven en-grappe-Endigungen dagegen
nur gering (Lienbacher et al. 2019).

Wie bereits oben berichtet, liegen die Zellkorper der PE des MR und IR
zusammen mit den MIF-Motoneuronen in der C-Gruppe (Buttner-Ennever et al.
2001; Lienbacher et al. 2011). Davon sind beim Affen 20% CR-positiv und
reprasentieren hochstwahrscheinlich die Zellkorper der PE und multiplen
en-grappe-Endigungen (Lienbacher et al. 2018). Eine entsprechende Gruppe
von CR- und ChAT-positiven Zellen erschien im Menschen lockerer in der
Peripherie des N. oculomotorius verteilt (Lienbacher et al. 2019). Die SIF-
innervierenden Neurone, die Fast-Myosin-exprimierende MF innervieren, liegen
dagegen im Kerngebiet des N. oculomotorius (Horn et al. 2008). Eine CR-
Expression konnte bei diesen SIF-Motoneuronen bisher nicht nachgewiesen

werden (Lienbacher et al. 2019). Neueste Untersuchungen bestarken die
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Theorien, dass die PE und die en-grappe-Endigungen vom selben Zellkorper
ausgehen (Blumer et al. 2020). Umso erstaunlicher sind die in dieser Dissertation
gewonnenen Befunde mit der Mehrzahl der PE auf Fast-Myosin-positiven MF.
Die multiplen Endigungen enden dagegen immer auf Slow-Myosin-positiven MF.
Eine Beobachtung aus friheren Studien ist in diesem Kontext sehr interessant.
Die Zellkorper der PE und MIF in der Peripherie der Augenmuskelkerne besitzen
andere histochemische Eigenschaften als die SIF-Motoneurone. Letztere zeigen
eine starke Expression von Parvalbumin und spannungsgesteuerten Kv3.1b-
Kanalen und sind von perineuronalen Netzen umgeben, was mit der
hochfrequenten Feuerrate dieser Neurone einhergeht (Eberhorn et al. 2005;
Horn et al. 2008; Hernandez et al., 2019; Mayadali et al. 2021). Den weniger
hochfrequent feuernden peripheren Neuronen, einschliellich der CR-positiven
Neurone, fehlen all diese Eigenschaften (Eberhorn et al., 2005; Mayadali et al.,
2021). Folgt man jetzt aber den etablierten Erkenntnissen, dass die Feuerraten
von Motoneurone die Kontraktionseigenschaften in den von ihnen innervierten
MF bestimmen, findet sich bei einer motorischen Funktion der PE ein
Widerspruch (Buller et al. 1960; Lomo et al., 1974): Bei den mit den Fast-myosin-
exprimierenden MF assoziierten PE wirde man im Falle einer Efferenz
dementsprechend eine hohe Feuerrate voraussetzen kdonnen. Da PE von den
peripheren Neuronengruppen stammen, werden von diesen allerdings keine
hochfrequenten Aktivitdtsmuster erwartet. Wie auch bereits bei zahlreichen
Spezies beobachtet, wirde man eine Assoziation der PE deshalb mit Slow-
Myosin-exprimierenden MF vermuten (Eberhorn et al. 2006). Vielleicht liefert
gerade dieser Befund der PE an Fast-Myosin-positiven MF einen Hinweis darauf,
dass die PE statt einer efferenten eine sensible Funktion innehaben. Denkbar
ware, dass die PE am MSU die Dehnung in der Sehne durch Kontraktion des
Muskels wahrnehmen und die Informationen Uber einen direkten intrinsischen
Reflex auf die MIF weiterleiten, um eine adaquate Augenbewegung zu

ermaoglichen.

Eine endgultige Klarung der Funktionsweise der PE erscheint aktuell unter
Einbeziehung aller bisherigen Fakten nicht mdglich. Zu unterschiedlich sind die
vorliegenden Beobachtungen, die die Wissenschaftler bezuglich der Grundfrage

einer afferenten oder efferenten Funktion spaltet. In der hier vorliegenden Arbeit
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wurde die Assoziation der CR-positiven PE zu der jeweiligen Myosin-Expression
der MF im MSU untersucht. Ausgehend von der Myosin-Ausstattung und den
daraus resultierenden Kontraktionseigenschaften der MF scheint der Grol3teil der
CR-positiven PE an Fast-MF vom ,twitch“-Typ zu liegen. Dies sollte in weiteren
Untersuchungen zur Innervierung, z.B. an whole-mount Praparaten, untersucht

werden.

6.3 Palisadenendigungen bei Strabismus-Patienten

Im Vergleich der prozentualen Anteile der CR-positiven PE zeichnete sich bei
den erhobenen Daten im MR ein Trend mit einem verminderten Anteil CR-
positiver PE bei den Strabismus-Fallen im Vergleich zu den Kontrollen ab (siehe
Kapitel 5.1.3). Bezlglich der Assoziation der CR-positiven PE zu Fast- und Slow-
Myosin exprimierenden MF existierten in den vorliegenden Fallen keine
signifikanten Veranderungen (siehe Kapitel 5.2.4). Dies steht in Einklang zu
Ergebnissen von Andreas, der nahezu identische prozentuale Anteile aller PE
bezuglich der Assoziation zur Fast- und Slow-Myosin-Expression der MF im
Vergleich zwischen gesunden Probanden und Strabismus-Patienten erhob
(Andreas 2021). Auffallend war jedoch meine Beobachtung einer deutlichen
Zunahme der absoluten Anzahl gezahlter PE in den Strabismus-Fallen. Diese
Zunahme entsprach im Durchschnitt aller untersuchter Falle einem Faktor von
mehr als 5 (siehe Kapitel 5.3). Dabei standen mir in den Koérperspender-Fallen
mehr Schnitte fir meine Untersuchungen zur Verfliigung und innerhalb dieser
Schnitte war der MSU auf einer deutlich l&ngeren Distanz beurteilbar. Die
tatsachliche absolute Anzahl der CR-positiven PE in den Strabismus-EOM ist
folglich noch hdher einzuschatzen. Eine Zunahme der absoluten Anzahl der PE
bei Strabismus-Patienten wurde auch in den Untersuchungen von Andreas
bestatigt (Andreas 2021). In meinen Beobachtungen fiel keine veranderte
Anatomie der EOM und insbesondere im Bereich des MSU auf. Dies deckt sich
mit Beobachtungen Lennerstrands, der ebenfalls keine groRen Veranderungen
der grundlegenden anatomischen Gegebenheiten der EOM inklusive der Pulleys
sowie der Histologie der MF bei Strabismus-Patienten beobachtete
(Lennerstrand 2007). Auch fanden sich im Grol3teil der bisherigen

Untersuchungen der Muskelkraft und Muskeldehnung der horizontalen EOM bei
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Strabismus-Patienten keine Anderungen im Vergleich zu gesunden Probanden
(Schiavi 2016).

Elektronenmikroskopische Veranderungen wurden bei Strabismus-Patienten in
friheren Untersuchungen vor allem im Bereich des MSU beobachtet. Hier
entdeckte man neben einer gestorten Innervation auch eine komplett fehlende
Innervation von MF (Domenici-Lombardo et al. 1992). In Untersuchungen der PE
von Strabismus-Patienten im Lichtmikroskop als auch im Elektronenmikroskop
lagen teils Veranderungen der Schwann-Zellen vor, die ein Hinweis auf eine
gestorte Funktion dieser sein konnten: Teils fehlte die neuronale Versorgung der
PE oder deren Aufbau war komplett unstrukturiert (Corsi et al. 1990; Park et al.,
2009). Inwieweit die Veranderungen der PE die zugrundeliegende Ursache oder
eine Folge der Krankheit bilden, ist unklar (Corsi et al. 1990). Die Atiologie des
infantilen Strabismus kdnnte theoretisch in einer gestdrten Propriozeption der
EOM zu suchen sein (Schiavi 2016). Der Schlussel zuklnftiger Erkenntnisse in
der Strabismus-Forschung kénnte in der gezielten Untersuchung propriozeptiver
Mechanismen der EOM liegen (Lennerstrand 2007). Mittlerweile finden sich bei
Strabismus-Patienten auch Hinweise fur Veranderungen auf genetischer Ebene.
Hier zeigten sich Abweichungen in der Gen-Expression bezlglich der
Regulierung von Motor-Proteinen, Proteinen der extrazellularen Matrix sowie des
Bindegewebes der EOM. Aber auch Gene, die den Calcium-Haushalt verandern,
lagen bei Strabismus-Patienten in abgewandelter Form vor (Altick et al. 2012;
Agarwal et al. 2016).

Das Alter der Korperspender lag mit 60 — 92 Jahren Uber der Altersspanne der
Strabismus-Patienten, deren Alter zwischen 8 und 62 Jahren lag. Die
unterschiedliche Altersspanne spielt aber vermutlich keine entscheidende Rolle
in der Auswertung und dem Vergleich der Falle. In Beobachtungen der PE bei
Kaninchen unterschiedlichen Alters und Geschlechts lagen keine Alters- oder
geschlechtsspezifischen Variationen der PE vor (Blumer et al. 2001). Auch in
meinen Untersuchungen stellten sich die PE unabhangig vom Alter strukturell
gleich dar. Andreas verglich in seiner Arbeit die absolute Anzahl der PE im MR
und LR in den Altersgruppen ,<20 Jahre® und ,>20 Jahre®. Hierbei konnten keine

signifikanten zahlenmafigen Unterschiede beobachtet werden (Andreas 2021).
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Zwei meiner untersuchten 10 Falle wiesen einen deutlich reduzierten Anteil an
CR-positiven PE von etwa 30% auf. Es bestanden in diesen Fallen keine
Besonderheiten bezuglich der Fixierung und Farbung. Mit 18 und 37 Jahren
lagen zwei unterschiedliche Altersstufen vor. In meinen Untersuchungen zeigte
sich insgesamt eine groRe Variabilitat der Anteile von CR-positiven PE im MR bei
Strabismus-Patienten. Diese lagen zwischen 30% und 80%. Ursachlich ist eine

Klarung dieses Sachverhaltes zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich.

Die CR-Expression der PE bei Strabismus-Patienten zeigte in meinen
Untersuchungen nur geringe Veranderungen im Vergleich mit den
Korperspendern auf und scheint somit nicht im Mittelpunkt der Veranderungen
bei Strabismus-Patienten zu stehen. Stattdessen kdnnte der deutlichen Zunahme
der absoluten Anzahl der PE eine wichtige Rolle zukommen. Die vorliegende
Dissertation war jedoch im Ziel nicht auf die Zahlung der absoluten Anzahl der
PE hin ausgerichtet. Eine entsprechende BezugsgréfRe wurde hierbei deshalb
nicht festgelegt. Dennoch kann Uber eine deutliche Zunahme der absoluten
Anzahl der PE, sowie der Subgruppe der CR-positiven PE nicht hinweggesehen
werden. Die hier entdeckte erhdhte Anzahl der PE kdnnte zum einen den
Versuch des Korpers darstellen, aufgrund einer etwaigen anderen Pathologie die
Symptome des Strabismus zu vermindern. Denkbar ist zum anderen auch den
Anstieg der absoluten Anzahl der PE als Ausdruck einer pathologischen
Veranderung eben dieser zu interpretieren. Im Rahmen zukunftiger
Untersuchungen konnte zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse in
unterschiedlichen Schnitten beispielsweise die absolute Anzahl der PE in Bezug

auf die Anzahl der MF hin untersucht werden.

Nachdem die Entwicklung der EOM vorgeburtlich vor allem durch genetische
Faktoren beeinflusst wird, iUbernehmen nach der Geburt Wachstumshormone
und Zelladhasions-Molekile eine wichtigere Rolle (Schiavi 2016). Blumer et al.
untersuchte die Entwicklung von PE bei Katzen von den ersten Wochen nach
Geburt an bis ins erwachsene Lebensalter. Die Entwicklung der PE fallt dabei
genau in den Zeitraum der Entwicklung der binokularen Sehfahigkeit (Blumer et
al. 2017). In dieser vulnerablen Zeit konnte der Ursprung des infantilen

Begleitschielens bedingt durch eine Stérung der Propriozeption in Kombination
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mit einem noch nicht ausgereiften visuellen sensorischen System liegen (Schiavi
2016). Dass eine Pathologie der PE somit Einfluss auf die Sehentwicklung hat,
ist denkbar. Besonders wenn man der Bedeutsamkeit der Propriozeption in der
Entwicklung des binokularen Sehens bedenkt (Park et al., 2009). In
Untersuchungen kindlicher EOM beim Menschen liegen gegensatzliche Daten
vor, in denen PE das eine mal nicht auffindbar und das andere mal darstellbar
waren (Bruenech und Ruskell 2000; Lukas et al. 2000).

Grundsatzlich muss folgender Umstand bedacht werden. Die Strabismus-
Operationen werden symptombezogen mit dem Ziel einer funktionellen
Verbesserung durchgefihrt. Dies wird beim Strabismus unter anderem mit der
Exzision eines Teils der Sehne, ggf. mit Anteilen des Muskels, und
anschlieBender Reposition des geklrzten Muskels am Bulbus erreicht. Ich
untersuchte in meiner Arbeit diese enthommenen Resektate. Ausschlaggebend
dafur, welcher Muskel gekurzt wird, ist dabei die Abweichung des Auges von der
normalen Sehachse. Somit muss der operierte und damit von mir untersuchte
EOM nicht unbedingt mit dem pathologisch veranderten Muskel Ubereinstimmen.
Eine mdgliche Pathologie im nicht resezierten EOM ware theoretisch denkbar.
Insgesamt ist es schwierig an Augenmuskeln von Strabismus-Fallen zu forschen,
da es beim Kirzen des Muskels intraoperativ oft nur zu einer Enthahme von
Sehnengewebe kommt. Eine Mitentnahme von Muskelanteilen und somit auch
des MSU erfolgt selten. In der Zukunft kdnnten weitere Forschungsergebnisse,
zum Beispiel durch die immunhistochemische Untersuchung beider Augen von

Strabismus-Patienten, neue Erkenntnisse zu Tage bringen.
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7 Zusammenfassung

Noch immer ist die genaue Funktion der Palisadenendigungen (PE) im
menschlichen M. rectus medialis (MR) ungeklart. Theorien einer motorischen
Funktion stehen denen einer sensorischen entgegen. Ich nutzte Calretinin (CR)
zur ldentifikation einer Subgruppe CR-positiver PE und untersuchte deren
prozentualen Anteil an der Gesamtheit der PE, sowie die Assoziation der CR-
positiven PE mit Fast-Myosin- und Slow-Myosin-exprimierenden Muskelfasern
(MF).

Meine Ergebnisse zeigen, dass mit Uber 70% der Grofteil der PE im
menschlichen MR, ahnlich zu Befunden beim Affen, CR exprimieren (Lienbacher
et al. 2018). Gut ausgebildete und zahlreiche PE wurden vor allem in Lebewesen
mit frontal stehenden Augen gefunden. Die zahlenmalig gréfiten Funde von PE
wurden dabei im MR und IR erbracht (Blumer et al. 2016). Die Erkenntnisse
dieser Dissertation unterstiitzen bisherige Uberlegungen, dass die PE insgesamt
eine wichtige Funktion im binokularen Sehen einnehmen und der Subgruppe der
CR-positiven PE eine bedeutende Rolle in der Konvergenzbewegung der Augen
zukommen konnte. Das CR muss jedoch nicht in den peripheren Terminalen der
PE eine entscheidende Rolle spielen, sondern konnte stattdessen in der

zentralen Verschaltung der PE von Bedeutung sein.

Im Gegensatz zur bisher geglaubten Assoziation der PE zu den Slow-Myosin-
exprimierenden MIF wurde in den Untersuchungen dieser Dissertation im
menschlichen MR eine fast ausschlieRliche Assoziation der CR-positiven PE zu
Fast-Myosin-exprimierenden MF nachgewiesen. Diese Myosine findet man in
schnell kontrahierenden MF, die Uber eine einzelne en-plaque-Endplatte am
Muskelbauch innerviert werden, den single innervated fibers (SIF) (Spencer und
Porter 2006). Erklarbar ist ein solcher Befund mdglicherweise durch die
unterschiedliche Myosin-Expression innerhalb einer einzelnen MF. Da die
Kontraktionseigenschaften der MF durch die Feuerrate der Motoneurone
bestimmt werden, wiirde man aufgrund der histochemischen Eigenschaften der
in der C-Group gelegenen Zellkdrper der PE nach aktuellem wissenschaftlichem
Kenntnisstand bei einer motorischen Funktion der PE eine Assoziation dieser zu

Slow-Myosin-exprimierenden MF erwarten, wie dies auch bei den MIF gegeben
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ist (Buller et al. 1960; Lomo et al. 1974). Gerade die Tatsache, dass PE im
menschlichen MR Uberwiegend mit Fast-MF assoziiert sind, konnte auf eine
sensible Funktion ebendieser hinweisen. Im Kontext immer wieder neuer
Erkenntnisse, auch bezuglich beispielsweise der Myosin-Ausstattung der MF der
extraokularen Muskulatur, bleibt eine endgultige Einschatzung dieser Ergebnisse

aktuell offen und eine abschlieRende Klarung vorerst nicht moglich.

Bei den untersuchten Strabismus-Fallen deutet sich im Vergleich zu den
Korperspendern ein leicht verminderter Anteil CR-positiver PE ab. In Hinblick auf
die gleichzeitig deutlich erhohte absolute Anzahl der Subgruppe der CR-positiven
PE sowie der PE insgesamt bei Strabismus-Patienten scheint der erniedrigte
prozentuale Anteil der CR-positiven PE eher keine bedeutende Rolle in den
Veranderungen bei Strabismus-Patienten zuzukommen. Inwieweit der enorme
Anstiegt der absolut gezahlten PE eine Folge oder die zugrundeliegende
Atiologie der Erkrankung darstellt, kann hier nicht endguiltig geklart werden. Im
Kontext ultrastrukturell veranderter propriozeptiver Organe im MSU und daraus
resultierender fehlerhafter propriozeptiver Information konnte die erhdhte Anzahl
der PE einen Versuch der quantitativen Kompensation einer mdglicherweise
gestorten Propriozeption darstellen. In  Hinblick auf eine zukilnftige
Grundlagenforschung im Feld des Strabismus stellt der MSU und insbesondere
die hier liegenden mutmalilichen propriozeptiven Organe, die PE, einen
interessanten Fokus weiterer Untersuchungen des pathophysiologischen

Verstandnisses der Strabismus-Erkrankung dar.

Insgesamt gestaltet sich die Erforschung der PE schwierig. Untersuchungen
menschlicher EOM-Praparate liegen bisher nur in geringer Menge vor und je
mehr Details die Wissenschaft Uber die Eigenschaften und Zusammensetzung
der extraokularen Muskulatur herausfinden, umso komplexer wird das
entstehende Gesamtbild. Auch existieren zwischen den verschiedenen Spezies
sowohl bezlglich der klassischen propriozeptiven Organe, den GSO und den
MS, als auch der PE bedeutende Unterschiede.

Weiterhin sind viele Fragen offen. Um in der Grundlagenforschung der PE und
der Subgruppe der CR-positiven PE neue Erkenntnisse zu erzielen, bedarf es

weiterer Studien. So kdnnen moglicherweise Analysen der C-Group und des
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neuronalen okulomotorischen Systems mehr dartber ans Tageslicht bringen, auf
welche Weise die Zellkorper der PE mit anderen Gehirnzentren verschaltet sind.
Neue Untersuchungsmaoglichkeiten der menschlichen EOM, wie beispielsweise
die Anwendung des whole-mount-Verfahrens, versprechen zuklnftig neue
bedeutsame Aufschlisse Uber die Assoziation der PE mit den unterschiedlichen
MF-Typen sowie Myosin-Verlaufe innerhalb einer einzelnen MF. So bleibt das
Forschungsfeld der nervalen Innervation der extraokularen Muskulatur und hier
insbesondere der PE spannend geladen durch scheinbar nicht miteinander zu

vereinbarender Gegensatze.
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