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Zusammenfassung 

 

Prämakuläre Zellen als Quelle neuronaler Wachstumsfaktoren bei großen idiopathischen 

Makulaforamina 

 

Ziel: Nachweis und Lokalisation von neuronalen Wachstumsfaktoren und Beschreibung der zel-

lulären und extrazellulären Charakteristika der inneren Grenzmembran (ILM) bei großen idiopa-

thischen Makulaforamina (FTMF) mit einem Durchmesser von > 400 µm.  

Material und Methoden: Im Rahmen der konventionellen Makulaforamenoperation mit Peeling 

der ILM wurden bei 24 Augen von 24 Patienten mit großen FTMF die ILM-Präparate chirurgisch 

gewonnen und histopathologisch aufbereitet. Die ILM-Präparate wurden mittels flat-mount-Tech-

nik als Flachpräparate für die Interferenz- und Phasenkontrastmikroskopie vorbereitet und an-

schließend für die immunzytochemische Analyse zur Fluoreszenzmikroskopie von neuronalen 

Wachstumsfaktoren sowie Glia- und Ganglienzellmarkern verwendet. Licht- und transmissions-

elektronenmikroskopische Untersuchungen folgten für die topographische Beschreibung der Zell- 

und Kollagenverteilung der ILM.  

Ergebnisse: Die immunzytochemischen Untersuchungen ergaben den Nachweis von Gliazell-

abgeleitetem neurotrophem Faktor (GDNF) und ziliarem neurotrophem Faktor (CNTF). Dazu 

wurde die positive Expression von fibrillärem saurem Gliaprotein (GFAP), Vimentin, Neurofila-

ment und Melanopsin nachgewiesen. Das zelluläre Retinaldehyd-bindende Protein (CRALBP), 

wurde ebenfalls beobachtet. Beide neurotrophen Wachstumsfaktoren wurden kolokalisiert mit 

Anti-Vimentin- und Anti-GFAP-Antikörpern. Zellen wurden ausschließlich auf der vitrealen Seite 

der ILM gefunden, dagegen kamen Zellreste ausschließlich auf der retinalen Seite vor. 

Schlussfolgerung: In großen FTMF zeigen prämakuläre Zellen auf der vitrealen Seite der ILM 

eine positive Immunreaktivität für neurotrophe Wachstumsfaktoren. Die Kolokalisation mit Glia- 

und Ganglienzellen weist auf Wachstumsfaktoren-produzierende Zellvorkommen auf der ILM hin, 

die potenziell für das foveale Remodelling nach Makulaforamenchirurgie insbesondere bei der 

ILM-Flap-Technik von Bedeutung sein könnten.  
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Abstract (English) 

 

Premacular cells as source of neurotrophic factors in large idiopathic macular holes  

 

Aim: To describe presence and localization of neurotrophic growth factors and histopathologic 

characteristics of internal limiting membrane (ILM) specimens removed from large idiopathic full-

thickness macular holes (FTMH) (diameter > 400 µm).  

Material & Methods: During conventional macular hole surgery, specimens were harvested by 

ILM peeling from 24 eyes of 24 patients with large idiopathic FTMH, interference and phase-

contrast microscopy of flat-mounts were performed and followed by immunostaining with fluores-

cence microscopy. Primary antigens directed against neurotrophic growth factors were used, as 

well as antigens to glial and subpopulations of ganglion cells. Light and transmission electron 

microscopy was performed to demonstrate topographic features of the ILM and characteristics of 

cells and collagen.  

Results: Immunofluorescence microscopy demonstrated the presence of glial derived neu-

rotrophic factor (GDNF) and ciliary neurotrophic factor (CNTF). Moreover, vimentin, glial fibrillary 

acidic protein (GFAP), neurofilament, calretinin and melanopsin immunoreactivity were present. 

In addition, cellular retinaldehyd-binding protein (CRALBP) was detected. Colocalization of anti-

GFAP and anti-vimentin with neurotrophic factors were found. Ultrastructural analysis localized 

cells on the vitreal side of the ILM, exclusively. Cell fragments on the retinal side were rare. 

Conclusion: In large FTMH, the ILM presents positive immunolabelling of neurotrophic factors. 

Their colocalization with glial and ganglion cell markers suggests a premacular cell composition 

as source of these neurotrophic factors. Consequently, premacular cells of the ILM potentially 

play an important role in the retinal remodeling after macular surgery, in particular when using the 

ILM flap technique. 
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1. Einleitung 

1.1 Grundlagen 

1.1.1 Vitreoretinale Grenzfläche und innere Grenzmembran 

Als vitreoretinale Grenzfläche (VRI) bezeichnet man die anatomische Grenze zwischen Retina 

und Glaskörper (GK). Sie setzt sich aus der inneren Grenzmembran (Inner Limiting Membrane, 

ILM) und der hinteren Glaskörperrinde zusammen, die vorrangig locker durch Glykoproteine mit-

einander verbunden sind[1], [2]. 

Die ILM ist die Basalmembran der Müllerzellen[3]. Neben ihrem Hauptbestandteil Kollagen Typ 

IV enthält sie andere Komponenten, wie z.B. Laminine, Nidogene, Heparansulfat, Proteoglykane, 

Perlekan und Agrin[4]. 

Die ILM wird anatomisch in drei Teile unterteilt: 

1. Äußere Lamina lucida (in Kontakt zu den Müllerzell-Endplatten der Retina) 

2. Lamina densa (in der Mitte) 

3. Innere Lamina lucida (angrenzend an die extrazelluläre Matrix der Glaskörperrinde)  

Die eindeutige Verteilung dieser Schichten geht jedoch mit dem Alter verloren. Zudem unterliegt 

die ILM physiologischen altersbedingten Veränderungen, da ihre Dicke mit fortschreitendem Alter 

zunimmt und ihre Elastizität abnimmt[5]. 

Wie in der Abbildung 24 dargestellt, besitzt die ILM eine glatte vitreale und eine undulierte re-

tinale Seite[3]. Letztere ist nur im Bereich der peripheren Retina glatt. Im Bereich der Makula 

nehmen die Undulationen der retinalen Seite zu[6].  

Die Dicke der nativen, humanen und nicht dehydrierten ILM in vivo beträgt circa 3488 ± 460 nm. 

Im Bereich der vitreomakulären Grenzfläche ist die ILM über der Fovea am dünnsten (138 ± 80 

nm) und wird mit zunehmendem Abstand von der Fovea wieder dicker (bis > 4000 nm)[6].  
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1.1.2 Glaskörperrinde und extrazelluläre Matrix  

Die extrazelluläre Matrix befindet sich zwischen der hinteren GK-Rinde und der ILM. Sie erfüllt 

eine Art Kleberfunktion zur Aufrechthaltung des Kontaktes zwischen den verschiedenen extrazel-

lulären Komponenten[1]. Die Zusammensetzung der vitreoretinalen Adhäsion ist noch nicht voll-

ständig bekannt, jedoch wird dem Proteoglykan, bestehend aus einem Kernprotein (core protein) 

und Chondroitinsulfat Glykosaminoglykane (GAGs), eine zentrale Rolle zugesprochen. Eine 

Kette aus verschiedenen Molekülen, dem Kernprotein, Chondroitinsulfat Glykosaminoglykane 

(GAGs) und Opticin, verbindet die Kollagen-IV-Fibrillen der ILM mit den Filamenten aus Kollagen 

Typ II des GK[2], [7]. Eine schematische Anordnung der oben genannten Moleküle wird in Abbil-

dung 1 dargestellt. 

 
Abbildung 1: Interaktion vitreoretinaler Adhäsionsmoleküle. 

(Abbildung aus Russel SR, 2012, [7]) 

 

Der GK ist eine gelartige Masse, die den Großteil des Auges füllt. Er besteht hauptsächlich aus 

Flüssigkeit[1]. Seine anterioren anatomischen Grenzen sind die Linsenrückfläche, der Ziliarkör-

per und die Ora serrata. Posterior wird der GK von der Retina einschließlich des Sehnervenkopfs 

begrenzt[3].  

Trotzt der einfachen makroskopischen Anatomie besitzt der GK eine komplizierte molekulare Zu-

sammensetzung: Von der GK-Basis verlaufen Kollagenfasern parallel in antero-posteriorer Rich-

tung, welche nicht verzweigen[3]. Ihre Dicke beträgt circa 7-28 nm. Mikroskopisch bestehen diese 
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Fasern aus Kollagenfibrillen Typ II (circa 75%), Kollagen IX (circa 15%) und einem Hybrid-Kol-

lagen aus Typ V/XI (circa 10%). Diese sind wie in Abbildung 2 dargestellt organisiert: Ein Gerüst 

aus Kollagen V/XI ist umgegeben von Kollagen II und XI, welches die Kollagenfasern gleichzeitig 

verbindet und voneinander trennt. Diese abstanderhaltende Funktion zwischen den Kollagenfa-

sern ist essentiell für die Aufrechthaltung der Gelstruktur und Transparenz. Diese abstandhal-

tende Funktion (spacing) wird auch von Molekülen wie Opticin und Hyaluronan unterstützt. Hya-

luronan ist stak hydrophil und gilt als der Hauptspieler für die gelartigen Eigenschaften des GK 

[1]. 

 

 
Abbildung 2: Kollagenfibrillenstruktur des Glaskörpers. 

(Abbildung aus Bishop P, 1996, [8])  
 

Die Glaskörperrinde verbindet den GK mit der ILM. Ihre Zusammensetzung besteht aus hoch-

konzentrierten, parallelverlaufende Kollagensträngen, hauptsächlich aus Kollagenen Typ II, V/XI 

und IX[2]. Die durchschnittliche Dicke der GK-Rinde beträgt 100-300 µm[9]. Zusätzlich enthält die 

GK-Rinde zelluläre Komponenten[3], insbesondere Hyalozyten. 

Anders als an der Glaskörperbasis, an der die Kollagenfasern der GK-Rinde senkrecht durch die 

ILM einstrahlen und direkte Haftungsstellen mit der Retina unter der ILM bilden, verlaufen die 

Kollagenstränge der GK-Rinde am posterioren Pol parallel zur ILM[3], [9].  
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1.1.3 Altersbedingte hintere Glaskörperabhebung  

Die altersbedingte Glaskörperveränderung erfolgt hauptsächlich in drei Schritten: 

1. Synchisis, die altersbedingte Glaskörperverflüssigung[10],  

2. Syneresis, die Entstehung von Arealen aus dicht gepackten Kollagenfibrillen[10], und 

3. durch die Abschwächung der Adhäsionsmoleküle[9]. 

Der Verflüssigungsprozess des GK beginnt bereits in jungen Jahren an und schreitet mit zuneh-

mendem Alter fort: Ca. 20% des Glaskörpers eines Teenagers und ca. 50% eines 70-Jähriger 

sind bereits verflüssigt. Alterungsprozesse der verschiedenen GK Komponenten führen zum Zu-

sammenbruch der Glaskörperstruktur. So entstehen die sogenannten liquid pockets (Flüssig-

keitstaschen), Areale aus verflüssigten GK mit einer reduzierten Dichte von fragmentierten Kol-

lagenfibrillen. Dadurch entstehen an ihren Rändern Glaskörpertrübungen (visual floaters), optisch 

dichte Bündel aus dichten und geschmolzenen Kollagenfasern[9], [11], die klinisch als subjektive, 

im Gesichtsfeld schwimmende, durchsichtige Fäden wahrgenommen werden.  

Die Mechanismen dahinter, die zu diesem Prozess führen, sind noch nicht vollständig geklärt. Es 

wird angenommen, dass sowohl die Synchisis als auch Syneresis eine Konsequenz der alters-

bedingten Destabilisierung des Glaskörpers sind. Mehrere Ursachen dieses Prozesses wurden 

bisher identifiziert:   

• Verlust von Kollagen Typ IX, der für die Aufrechthaltung des Zwischenraumes zwischen den 

Kollagen II Fibrillen essentiell ist[12]. 

• Kollagenschäden, die durch die entstandenen freien Radikale der Strahlenbelastung des 

sichtbaren Lichts verursacht sind[10]. 

• Hyaluronan-Verlust oder Hyaluronan-Interaktionsveränderung mit den Kollagenfibrillen, die 

zur Verflüssigung des GK führt[10]. 

• Enzymatische Kollagenschädigung und -fragmentierung durch Matrix-Metalloproteinasen 

und anderen Enzyme[11]. 

• Glaskörperverflüssigung durch reduzierte Synthese von Hyaluronan[13]. 

Infolgedessen kollabiert das Glaskörpergel. Dies hat wiederum zur Folge, dass Zugkräfte auf die 

vitreoretinale Grenzfläche ausgeübt werden, die zur kompletten Ablösung der hinteren Glaskör-

perrinde der ILM führen. Dieser Prozess wird auch als hintere Glaskörperabhebung (oder 



1 Einleitung 15 

posterior vitreous detachment, PVD) bezeichnet. Dabei dringt der verflüssigte Glaskörperanteil in 

den retrokortikalen/präretinalen Raum ein und verursacht eine Trennung der Glaskörperrinde von 

der Netzhautoberfläche. Diese Trennung beginnt am posterioren Pol und schreitet in Richtung 

Peripherie fort. Sie kann sowohl asymptomatisch oder mit Wahrnehmung von Photopsien oder 

Glaskörpertrübungen (Mouches volantes) stattfinden. Die einzelnen Stadien der PVD nach John-

son sind in Abbildung 3 schematisch dargestellt[13]:  

• Stage 0: keine PVD 

• Stage 1: perifoveoläre PVD mit vitreomakulärer Adhäsion 

• Stage 2: Abhebung der GK-Rinde von der Makula 

• Stage 3: PVD mit persistierender vitreopapillärer Adhäsion 

• Stage 4: komplette PVD ohne GKR-Anhaftung an der Papille 

 

 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der PVD-Stadien. 

(Abbildung aus Johnson MW, 2010, [13])  
  



1 Einleitung 16 

1.2 Idiopathische durchgreifende Makulaforamina 

1.2.1 Definition und Klassifikation 

Das idiopathische Makulaforamen (MF) gehört zur Gruppe der traktiven Makulopathien. Die In-

ternational Vitromacular Study Group bezeichnete das durchgreifende Makulaforamen (FTMF) 

als „anatomischer Defekt in der Fovea, der alle Netzhautschichten von der inneren Grenzmemb-

ran bis zum retinalen Pigmentepithel spaltet“[14]. Dies ist eine anatomische Definition, die auf 

bildgebenden Untersuchungen mittels Spectral-Domain optischer Kohärenztomographie (SD-

OCT) beruht. Eine SD-OCT Darstellung eines durchgreifenden Makulaforamens ist in Abbildung 

5 und Abbildung 9 dargestellt. 

Zu den wichtigsten Klassifikationen von Makulaforamina gehören:   

1) Die Gass-Klassifikation[15]: Gass führte eine klinische Klassifikation ein, welche auf den 

anatomischen Strukturabweichungen der Makula auf Basis der biomikroskopischen 

Untersuchung beruhte. Er beschrieb vier Stadien: 

• Stadium 1: Beim Stadium 1 MF, wie in der Abbildung 4 dargestellt, besteht keine vitreo-

foveale Ablösung und die Photorezeptorschicht ist intakt: 

• Stadium 1-A: Fundoskopisch macht sich ein gelber Punkt (yellow spot[15]) in der 

Makula bemerkbar.  

• Stadium 1-B: Biomikroskopisch wird ein gelblicher Ring sichtbar. Gass bezeichnete 

diesen Zustand als drohendes MF (impending macular hole[15]). 

• Stadium 2: Hier tritt ein durchgreifender Defekt der Makula bei posterior noch 

anhaftendem Glaskörper auf. Ein solcher Defekt mit einem Durchmesser bis zu 400 µm 

wird als Stadium 2 MF eingestuft. 

• Stadium 3: Ähnlich dem Stadium 2, aber mit einem Durchmesser über 400 µm. 

• Stadium 4: Ein MF mit vollständiger Ablösung des posterioren GK von Makula und 

Papille, unabhängig vom Durchmesser des MF. 
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Abbildung 4: Makulaforamen Klassifikation nach Gass. 

(Abbildung aus Gass JDM, 1995, [15]) 

 

2) Die Klassifikation der International Vitromacular Study Group[14] wurde 2013 eingeführt. Im 

Gegensatz zur Einteilung von Gass nach biomikroskopischen Befunden, stützt sich die 

neuere Einteilung auf OCT-Untersuchungen basierend auf drei Kriterien:  

• Durchmesser der Läsion:  

• Klein: < 250 µm 

• Mittelgroß: 250 - 400 µm 

• Groß: > 400 µm 

• An- oder Abwesenheit einer Vitreomakulären Traktion (VMT). 

• Ätiologie:  

• Primäres, idiopathisches Makulaforamen (IMF) 

• Sekundäres MF 
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1.2.2 Pathogenese der Makulaforamina  

Bei der Pathogenese der Makulaforamina spielt die inkomplette hintere Glaskörperabhebung 

(Anomalous Posterior Vitreous Detachment, anomale PVD) eine wichtige Rolle[1], [16]. Dabei 

entstehen Zugkräfte an der Makula, die für die Entstehung eines Makulaforamens wesentlich 

sind:  

1. Die antero-posteriore Traktion[17]. Eine unvollständige hintere PVD kann eine antero-

posteriore Zugkraft auf die Fovea ausüben. Dieses Phänomen wird vitreomakuläre 

Traktion genannt und kann zur Schädigung der Müller cell cones führen. Dies resultiert 

in eine Spaltung der Makula, die zu einem durchgreifenden MF fortschreiten kann. Wenn 

durch die Traktion die Müller cell cones in der Mitte der Foveola beschädigt werden, 

entsteht eine Dehiszenz wegen zentrifugaler Verlagerung der Fotorezeptoren oder durch 

Verlust von Foveagewebe in Form eines Operculum[3], [15], [17]. 

2. Die tangentiale Traktion. Diese wird durch die Bewegung des verflüssigten GK durch die 

Augenbewegungen verursacht, durch Entstehung und Kontraktion einer zellhaltigen 

epiretinalen Membran (ERM) nach Vitreoschisis oder durch zelluläre 

Reorganisationsprozesse (cellular remodeling) der hinteren Glaskörperrinde[16]. Als 

Ursache der tangentialen Traktion wird insbesondere die Vitreoschisis diskutiert. Dabei 

bleibt der hintere Teil der GK-Rinde an der ILM haften. Wenn die Spaltung der GK-Rinde 

sich posterior der Hyalozyten entwickelt, bleibt eine dünne und hypozelluläre Membran 

auf der Makula, die als Gerüst für die Entstehung einer ERM aus migrierten Zellen, wie 

Hyalozyten, Fibroblasten und Gliazellen dient. Diese Zellen organisieren sich und 

transdifferenzieren zu kontraktionsfähigen Zellen, den Myofibroblasten, welche zu einer 

Kontraktion der ERM führen. Dadurch entsteht eine tangentiale zentrifugale Traktion auf 

die Makula, die zur Entwicklung eines Foramens führen kann[3], [14], [16], [18]. Unklar 

bleibt, wie diese Zellen die Oberfläche der ILM erreichen. Es wurde die Hypothese 

aufgestellt,  dass retinale Zellen durch Poren in der ILM die vitreale Seite erreichen[19]. 

Nach einer anderen Hypothese migrieren Hyalozyten aus der GK-Rinde auf die ILM und 

transdifferenzieren dort[20]. 

Nach der fovealen Spaltung kommt es meist zu einer Ansammlung von intraretinaler Flüssigkeit 

in den Rändern der Foramens und somit zu einer Verdickung und Abhebung des Foramenrandes 



1 Einleitung 19 

vom retinalen Pigmentepithel[21]. Diese Abhebung der Ränder könnte, ähnlich wie bei einer 

Netzhautabhebung, zur Schädigung der fovealen Zellen führen[17]. 
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1.2.3 Epidemiologie und Risikofaktoren 

Die Prävalenz des MF variiert stark in der Bevölkerung[22], [23]. Europäische Wissenschaftler 

beschreiben ein Vorkommen von 3,3 pro 1000 Patienten. Die Mehrheit davon sind Frauen[22], 

[24]–[26] und das Durchschnittsalter liegt über 65 Jahre bei der Erstdiagnose[24]. Die geschätzte 

Inzidenzrate von IMF ist bei ca. 7,4 - 8,69 von 100.000 Individuen[24], [25]. Die Inzidenzrate eines 

IMF am Partnerauge bei schon betroffenen Patienten ist mit 15,6% nach 5 Jahren hoch[27]. Wenn 

in der Vorgeschichte am Partnerauge ein IMF bestand und eine VMT am betroffenen Auge 

vorliegt, ist das Risiko, innerhalb von 5 Jahren auch am zweiten Auge ein FTMF zu entwickeln, 

deutlich erhöht (insgesamt 19,5%, bei VMT 35,5%)[28]. 

Verschiedene Risikofaktoren sind bekannt:  

• Alter (nur 3% der IMF Patienten sind jünger als 55 Jahre[26])  

• Makulaforamen am Partnerauge (11,7% der Patienten sind beidseits betroffen [25]) 

• Positive Familienanamnese [29]. 

• Pseudophakie[23]. 

• Weibliches Geschlecht [26], [30]. 

Im Gegensatz dazu haben Patienten mit vollständiger PVD und Weiß-Ring ein niedriges Risiko, 

ein FTMF zu entwickeln (1%)[31].  
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1.2.4 Symptome und Diagnosestellung 

Zu den häufigsten Symptomen zählen verschwommenes Sehen und Visusverlust. Beim binoku-

laren Sehen oder in frühen Stadien kann eine Sehverschlechterung jedoch anfangs auch unbe-

merkt bleiben[31]. Ein weiteres wichtiges Symptom ist die Wahrnehmung von Metamorphop-

sien[32]. 

Während der biomikroskopischen Untersuchung kann der Watzke-Allen Test zur Diagnose ein-

gesetzt werden[31]. Bei der Durchführung dieses Tests wird mit der Spaltlampe ein schmaler 

Lichtstrahl auf das Foramen gerichtet: Ist der Test negativ, wird vom Patienten der Lichtstrahl als 

durchgängig und gerade erkannt. Es besteht kein durchgreifender Makuladefekt. Das Watzke-

Allen Test ist hingegen positiv, wenn der Lichtstrahl als unterbrochen wahrgenommen wird. Es 

liegt ein durchgreifender Makuladefekt vor. 

In den vergangenen Jahren hat die OCT-Untersuchung eine führende Rolle in der Diagnose und 

Differentialdiagnose der Makulaforamina eingenommen. Auf diese Weise wurde die Gass-Klas-

sifikation der Makualforamina im klinischen Alltag von der OCT-basierten Klassifikation ver-

drängt[33]. Bei der Messung des Durchmessers des Makulaforamens sollte minimum hole width 

bestimmt werden (siehe Abbildung 5)[14]. Es ist der OCT Scan auszuwählen, der den breitesten 

Defektbereich abbildet. Die Messpunkte werden dann an die Stelle des kleinsten Durchmessers 

gesetzt, der sich meist in der Mitte der retinalen Schichten befindet.  

 

 
Abbildung 5: Darstellung eines durchgreifenden Makulaforamen ohne Traktion. 

Patient 13, linkes Auge. Rechts konfokale Scanning-Laser-Ophthalmoskopie des Fundus oculi, 

links spectral domain optische Kohärenztomographie mit Darstellung eines großen Makulafora-

mens mit 505 µm Durchmesser (minimum hole width) ohne vitreomakuläre Traktion.  
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1.2.5 Therapie des idiopathischen Makulaforamens   

Die Grundlage der aktuellen operativen Behandlungsmöglichkeiten ist die pars plana Vitrektomie 

(PPV). Seit der Einführung dieser Methode 1991 durch Kelly und Wendel[34] wurde das operative 

Vorgehen weiter verbessert. Zunächst wurde die Entfernung der ILM eingeführt, das sogenannte 

ILM-Peeling[35]. Eine Metaanalyse der Cochrane Collaboration fand zwar keinen signifikanten 

Unterschied im postoperativen Visus und in der Komplikationshäufigkeit zwischen den Augen mit 

oder ohne ILM-Peeling, aber es konnte gezeigt werden, dass das zusätzliche ILM-Peeling zu 

signifikant höheren Verschlussraten bei MF des Stadiums 3 und 4 nach Gass führte[36]. Eine 

Metaanalyse von über 5000 Augen zeigte ebenfalls, dass die postoperative MF Wiederöffnungs-

rate bei Augen, die mittels PPV und ILM-Peeling behandelt worden waren, signifikant niedriger 

war, verglichen mit Augen, die ohne ILM-Peeling operiert wurden[37].  

Des Weiteren publizierte eine polnische Arbeitsgruppe 2010 eine neue Technik zur Behandlung 

von idiopathischen MF, die Internal Limiting Membrane Flap Technique (ILMFT). Anders als beim 

ILM-Peeling wird hierbei die ILM nicht komplett entfernt, sondern an den Rändern des MF über 

oder in den Makuladefekt gelegt[38], wie in Abbildung 6 schematisch dargestellt. Mittlerweile 

existiert eine Vielzahl von chirurgischen Modifikationen dieser Methode, die mehrheitlich bei sehr 

großen, persistierenden oder sekundären MF breite Anwendung findet[39]–[43]. Durch dieses 

Verfahren konnte eine höhere anatomische Verschlussrate großer IMF erzielt werden, verglichen 

mit der Standard ILM-Peeling Methode (98% vs. 88%)[38]. Ein Beispiel der postoperativen Ent-

wicklung der Makulaarchitektur mit OCT ist in  Abbildung 7 gezeigt. 

Bei einer der jüngsten Weiterentwicklungen der ILMFT wird nur ein kleiner ILM-Anteil temporal 

der Makula invertiert und in das Makulaloch hineingelegt. Dabei bleiben die nasalen, superioren 

und inferioren Teile der ILM unberührt. Dieser neue Eingriff wird Temporal Inverted Internal Li-

miting Membrane Flap Technique genannt (siehe Abbildung 8)[44]. So konnte gezeigt werden, 

dass im Vergleich zu einem größeren Flap die gleichen anatomischen und funktionellen Ergeb-

nisse mit einem kleineren ILM-Flap erreicht werden können. Dies führt zur Hypothese, dass die 

Größe des ILM-Flaps keinen signifikanten Einfluss auf das operative Ergebnis hat[44].  

Darüber hinaus kamen neben dem ILM Flap für große MF auch andere Füllmaterialien zum Ein-

satz: das freie ILM Transplantat, das autologe Retinatransplantat, die Amnionmembran oder die 

hintere Linsenkapsel[45]–[50]. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Wirksamkeit der Inverted ILM Flap Technik. 

Übertragung von Wachstumsfaktoren auf dem ILM-Flap ins Makulaforamen (A) mit darauffolgen-

der Auslösung der Migration von Müllerzellen ins Makulaforamen (B), welche sich vermehren und 

Wachstumsfaktoren produzieren (C) (Abbildung aus Shiode Y, 2017, [51]). GDNF = Gliazellen 

abgeleiteter neurotropher Faktor. CNTF = Ziliarer neurotropher Faktor. BDNF = Gehirn abgelei-
teter neurotropher Faktor. bFGF = Basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktors. 
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Abbildung 7: Verschluss eines Makulaforamens mittels ILM Flap Technik. 

Optische Kohärenztomographie, Makulabefund eines Patienten (A) präoperativ, (B) 1 Woche, (C) 

3 Monate, (D) 6 Monate und (E) ein Jahr nach der Operation. Die Flap closure Erscheinung ent-

wickelt sich zum anatomischen Verschluss der Makula (Abbildung aus Boninska K, 2018, [52]). 
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Abbildung 8: Schematische Darstellung Inverted vs. Temporal Inverted ILM Flap Technik 
und intraoperative Darstellung des ILM-Peelings. 
(A) und (B) optische Kohärenztomographie, (C) intraoperatives Foto des Fundus oculi. Ein sche-

matischer Vergleich zwischen den zwei Techniken wird gezeigt: Inverted ILM Flap Technique (A) 

und Temporal Inverted ILM Flap Technique (B) (Modifizierte Abbildungen aus Michalewska Z, 

2015, [44]). Bild der Durchführung eines Inverted ILM Flap (C) (Abbildung aus Michalewska Z, 

2015, [44]).  
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1.3 Prämakuläre Veränderungen bei Makulaforamina 

1.3.1  Epiretinale Membranen 

Prämakuläre Zellansammlungen können bei allen traktiven Makulopathien vorkommen. Wenn 

diese Zellkompositionen mehrschichtig auf der Makulaoberfläche vorliegen und traktive Eigen-

schaften aufweisen, werden sie als epiretinale Membranen bezeichnet. Die Begriffe „epiretinal“ 

und „präretinal“ werden synonym verwendet. Gleiches gilt für die Bezeichnungen „epimakulär“ 

und „prämakulär“[53]. Meist sind neben zellulären Komponenten auch extrazelluläre Kollagenbe-

standteile in diesen Membranen enthalten[54]. Epiretinale Membranen werden anhand der Ätio-

logie in idiopathische oder sekundäre ERM unterteilt[54].  

Im OCT präsentieren sich ERM als eine hyperreflektive Schicht oder Linie auf der Netzhautober-

fläche,[54]. Einzelne prämakuläre Zellen lassen sich im OCT nicht darstellen. Zu den nichtzellu-

lären Komponenten von ERM gehören die Kollagene Typ I, II, II, IV und VI. Die Kollagene Typ I, 

II und III machen den Großteil des nativen vitrealen Kollagens aus. Neu gebildetes Kollagen be-

steht vorrangig aus Typ IV und VI[54].  
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1.3.2  Prämakuläre Zellansammlungen in der Immunzytochemie 

In ERM sind folgende Zelltypen beschrieben worden[54]: 

• Fibroblasten und Myofibroblasten: Sie produzieren Kollagen und tragen zur Kontraktion der 

ERM bei. 

• Hyalozyten: Diese mononukleären Phagozyten, welche in der hinteren Glaskörperrinde loka-

lisiert sind, können sich zu Myofibroblasten transdifferenzieren und somit ebenfalls zur Kon-

traktion der ERM beitragen. Hyalozyten können im Rahmen der Vitreoschisis bei pathologi-

scher hinterer Glaskörperabhebung auf der ILM-Oberfläche verbleiben. 

• Gliazellen: Es gibt verschiedene Subtypen retinaler Gliazellen, die häufig in Makulaforamina 

vorkommen. 

o Makroglia wie Müllerzellen und Astrozyten 

o Mikroglia. 

• Makrophagen: Diese Zellen sind monozytären Ursprungs und kommen selten in idiopathi-

schen ERM vor. Sie können verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren sezernieren zur 

Förderung der zellulären Dedifferenzierung.  

• Retinale Pigmentepithelzellen: Sie sind keine typischen Bestandteile von idiopathischen 

ERM, können jedoch in sekundären ERM vorkommen. RPE-Zellen können sich ebenfalls zu 

Myofibroblasten transdifferenzieren. 

In der Vergangenheit wurde prämakuläre Zellansammlungen bei idiopathischen Makulaforamina 

sowohl immunzytochemisch als auch elektronenmikroskopisch untersucht[18]–[20], [55]–[58]. 

Dazu wurden häufig zellspezifische Antikörperfärbungen gegen Epitope der prämakulären Zellen 

verwendet, sowie die ultrastrukturellen Eigenschaften der Zellen mittels transmissionselektronen-

mikroskopischen Untersuchungen beschrieben[18], [20], [55], [57], [59]–[64]. 

Für diese Studien wurde die flat-mount Technik eingesetzt. Diese Methode der Flachpräparation 

wurde erstmals in 2005 von einer japanischen Gruppe zur Untersuchung der ILM beschrieben 

und ermöglicht eine Beobachtung des Präparats von oben[65]. Ein Jahr später wurde diese neue 

Technik erstmals für die Untersuchung der ILM bei MF verwendet[66]. 

Das fibrilläre saure Gliaprotein (Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) ist ein Bestandteilprotein der 

Intermediärfilamente der Gliazellen, z.B. Astrozyten und Müllerzellen. Bei IMF wurden 
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prämakuläre Zellen beschrieben, die in Immunfärbungen für Hyalozyten-Marker und GFAP posi-

tiv waren[18]. Es wurde angenommen, dass GFAP-positive Zellen aktivierte und migrierte Mül-

lerzellen seien. GFAP diente hier als Marker für reaktive Müllerzellen, Gliazellen-assoziierte Um-

bauvorgänge, retinalen Stress und Netzhautverletzungen[60].  

Vimentin (VIM) ist ein Intermediärfilament-assoziiertes Protein der Gliazellen. Dieses wird nach 

retinaler Beschädigung erhöht produziert. In einem Modell mit Vimentin und GFAP knockout Mäu-

sen zeigte sich keine Hypertrophie und extraretinale Migration der Müllerzellen, welches eigent-

lich eine der klassischen Folgen einer Schädigung der Netzhaut ist. Deshalb ist VIM, besonders 

in Koexpression mit GFAP, ein guter Marker für aktivierte Müllerzellen[18], [59]. 

Das zelluläre Retinaldehyd-bindende Protein (Cellular Retinaldehyde-Binding Protein, CRALBP) 

ist ein Retinoid bindendes Protein, welches sich sowohl in Müllerzellen als auch im retinalen Pig-

mentepithel befindet. Es spielt eine wichtige Rolle in der Optimierung der Kinetik verschiedener 

Vorgänge, die am Sehen beteiligt sind[67]. CRALBP positive Zellen im VI von IMF wurden bereits 

nachgewiesen und die Koexpression dieses Markers mit GFAP wies auf Müllerzellen hin[18], [20]. 

Das Neurofilament Protein (NF) befindet sich in den Dendriten und Axonen der Ganglien- und 

horizontalen Zellen und ist das Hauptprotein ihres Zytoskeletts. In humanen neurodegenerativen 

Erkrankungen und in experimentellen Modellen kumuliert NF bei Schädigung der Neuronen, z.B. 

nach einer Netzhauablösung[61], [68].  

Calretinin ist ein calciumbindendes zytosolisches Protein, welches von Ganglien-, Amakrine- und 

Horizontalzellen der menschlichen Retina exprimiert wird[61].  

Melanopsin befindet sich in den Dendriten und Axonen der intrinsischen Fotorezeptoren der re-

tino-hypothalamischen Bahn. Melanopsin ist ein Photopigment dieser Zellen, die den zirkadianen 

Rhythmus beeinflussen. In einem Rattenmodell mit Netzhautdegeneration waren diese Zellen am 

Remodelling beteiligt [61]. 

Die neurotrophen Wachstumsfaktoren Glial cell Derived Neurothropic Growth Factor (GDNF) und 

Ciliary Neurothropic Factor (CNTF) werden von Gliazellen abgeleitet. Beide haben eine protektive 

Wirkung sowohl auf Photorezeptoren, als auch auf retinale Neuronen und können bei aktivierten 

Gliazellen nach Schädigung des Gewebes abgegeben werden[51]. 
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GDNF übt eine protektive Wirkung auf Photorezeptoren aus und wurde als neuroprotektiv bei 

Retinitis pigmentosa, retinaler Ischämie sowie Glaukom beschrieben[69]. Dieser Effekt findet di-

rekt und indirekt durch Induktion der Expression von anderen Wachstumsfaktoren in Müllerzellen 

statt, die sich positiv auf das Überleben von Photorezeptoren auswirken[69].  

CNTF ist Teil der Interleukin-6 Zytokine und wird von verschiedenen Netzhautzellen, besonders 

Müllerzellen, produziert. Wie GDNF spielt CNTF beim Überleben von retinalen Ganglienzellen 

und Photorezeptoren eine wichtige Rolle [69]. Eine Förderung der neuronalen Regenerationspro-

zesse aktivierter Gliazellen durch CNTF wurde nachgewiesen[70].  

Der Wirkmechanismus von GDNF und CNTF in der retinalen Neuroprotektion ist eng verknüpft, 

da stimulierte Müllerzellen die vom Gehirn abgeleiteten Wachstumsfaktoren CNTF und GDNF 

produzieren[69]. Beide Wachstumsfaktoren wurden mittels Immunfluoreszenz in der ILM von Af-

fenaugen mit MF nachgewiesen [51]. In derselben Studie war ihre Expression in migrierenden 

Müllerzellen verstärkt vorhanden[51].  
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1.3.3  Fibrozelluläre Membranen in der Elektronenmikroskopie 

Verschiedene Kollagentypen und Zellpopulationen der prämakulären Membranen wurden bisher 

beschrieben[64]. Die Identifikation dieser Bestandteile in der Transmissionselektronenmikrosko-

pie erfolgt in der Regel nach bereits publizierten Kriterien wie folgt: 

• Natives Glaskörperkollagen (NVC, Native Vitreous Collagen) besteht aus 16 nm langen, 

regelmäßig organisierten Kollagenfibrillen[58], [63]. 

• Neu formiertes Kollagen (NFC Newly formed Collagen) hat eine Struktur aus unorganisierten 

Fibrillen, die größer als 16 nm sind, und befindet sich zwischen den Zellen an der ILM[18], 

[63]. 

• Der Kollagenstrang besteht aus dicht aneinanderlegenden Kollagenfibrillen, die in einer 

faserförmigen Struktur organisiert sind. Kollagenstränge bestehen aus NFC[18]. 

• Das fibröse Kollagen mit langem Bänderungsmuster (FLSC, Fibrous Long Spacing Collagen) 

zeigt einen größeren Abstand der Periodizität des Bänderungsmusters als das native 

Kollagen in der Transmissionselektronenmikroskopie. Sein Durchmesser beträgt ca. 150 nm 

und seine Periodizität des Bänderungsmusters zirka 250 nm[71].  

• Als Zelldebris werden Fragmente von retinalen Zellen auf der retinalen Seite der Retina 

bezeichnet. Diese unterscheiden sich in der Morphologie von den Endplatten der 

Müllerzellen[55], [57]. 

• Fibroblasten enthalten ein großes, raues endoplasmatisches Retikulum und markante Golgi-

Komplexe. Bei diesen Zellen sind die intrazytoplasmatischen Filamente abwesend[18]. 

• Myofibroblasten besitzen viele subplasmalemmale zytoplasmatische Filamente, Nuclei 

fusiformes und ein raues, endoplasmatisches Retikulum. Sie sind in charakteristischen 

Aggregaten organisiert[18], [57].  

• Hyalozyten sind durch dichte Granula und Vakuolen im Zytoplasma charakterisiert. Manche 

davon zeigten zytoplasmatische intermediäre Filamente. In einer vorherigen Studie waren 

Hyalozyten hauptsächlich in einer Schicht von Kollagen zu finden[63]. 

• Fibrinöse Astrozyten stellen sich als große, spindelförmige Zellen mit interdigitierenden, 

zytoplasmatischen Fortsätzen und 10 nm dicken Filamenten im Zytoplasma dar[62]. 

• Typisch für Makrophagen sind die intrazellulären Lysosomen, die fehlende Zellenpolarität 

und die unspezifische Zellenoberfläche[62].  
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• Retinale Pigmentepithelzellen (RPE-Zellen) haben die Eigenschaft der Mikrovilli. Diese 

Strukturen befinden sich nur auf einer Seite der Zelle, da diese eine bestimmte Polarität 

haben[62].  
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1.4 Fragestellung 

Ziel dieser Arbeit ist es, die vitreomakuläre Grenzfläche bei großen idiopathischen Makulafora-

mina mit einem Durchmesser von >400 µm immunzytochemisch und ultrastrukturell zu beschrei-

ben. Durch konventionelles Peeling der inneren Grenzmembran chirurgisch gewonnene ILM Prä-

parate sollen auf zelluläre und extrazelluläre Bestandteile sowie auf das Vorkommen von neuro-

trophen Wachstumsfaktoren untersucht werden. Folgende Merkmale der ILM Präparate sollen 

untersucht werden:  

• Fläche der ILM-Präparate. 

• Zelldichte und Zellzahl in den ILM-Präparaten. 

• Topografische Verteilung von Zellen und Kollagen.  

• Vorkommen von Glia- und Ganglienzellen.  

• Vorkommen und Lokalisation von neurotrophen Wachstumsfaktoren. 

Die Identifizierung von Komponenten, die das retinale Remodeling nach Makulaforamenopera-

tion beeinflussen könnten, hat insbesondere bei der Suche nach dem optimalen chirurgischen 

Vorgehen eine aktuelle Relevanz.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Patientenkollektiv 

Für diese Studie wurden chirurgisch gewonnene ILM-Präparate im Labor für Vitreoretinale Pa-

thologie und Elektronenmikroskopie an der Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universität his-

topathologisch untersucht. Das Gewebematerial wurde konsekutiv während einer konventionel-

len Makulaforamenoperation von 24 Augen mit großem idiopathischem MF (Durchmesser > 400 

µm) gewonnen. Die Patienten waren in der Augenklinik der Ludwig-Maximilians-Universität Mün-

chen zwischen Januar 2014 und April 2016 operiert worden. Das operative Vorgehen am Patien-

ten wurde durch diese Studie nicht beeinflusst und entsprach dem konventionellen ILM-Peeling 

während der Makulaforamenoperation. Allgemeine Patientendaten (Geschlecht, Alter) wurden 

neben behandlungsspezifischen Daten (Seite des Auges, Linsenstatus) erfasst.  

Ein positives Ethikvotum für die Datenerhebung, die operative Entfernung und die histopatholo-

gische Präparation des Gewebematerials liegt von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-

Universität München vor (No 471–14). Die Studie entspricht der Deklaration von Helsinki und 

damit den ethischen Grundsätzen für die medizinische Forschung am Menschen.  
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2.2 Probengewinnung 

Durchgeführt wurde eine 23g (gauge) Standard pars plana Vitrektomie. Während der PPV wurde 

zunächst der Glaskörper mittels eines Sogs mit dem Vitrektom von der Papille in Richtung Peri-

pherie abgelöst. Danach folgte eine intraoperative Färbung der ILM mit dem Farbstoff Brillant 

Blau zur besseren Darstellung der ILM. Anschließend wurde die ILM mittels einer Eckardt-Pin-

zette vorsichtig abgelöst. Dieser Schritt wird als ILM-Peeling bezeichnet. Zur Aufrechterhaltung 

des Augeninnendrucks fand die gesamte Prozedur unter konstanter intraokularer BSS-Infusion 

durch ein geschlossenes System statt. Im Anschluss wurde eine C2F6-Gastamponade verwen-

det. Postoperativ erfolgte die Verordnung einer speziellen Kopflagerung mit dem Gesicht nach 

unten für 2-3 Tage.  
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2.3 Fixierung und Lagerung der Probe 

Nach dem operativen Peeling der ILM wurden die Präparate für den Transport ins Labor in Alcon 

BSS Plus® (Freiburg im Breisgau, Deutschland) eingelegt. In der Mehrzahl der Fälle standen 

mehrere ILM-Fragmente pro Patient für die histopathologischen Untersuchungen zur Verfügung. 

Nach dem Transport erfolgte sofort die Fixierung mittels Paraformaldehyd-Lösung (PFA) mit 0,1% 

Glutaraldehyd (GA) für die Fluoreszenzmikroskopie und in 4%-iger GA-Lösung für die Elektro-

nenmikroskopie. Die ILM-Präparate wurden für mindestens 24h bei 4°C gelagert. Die auf diese 

Weise fixierten Proben wurden zuerst für die Immunfluoreszenzmikroskopie und darauffolgend 

für die Licht- und Elektronenmikroskopie (EM) aufgearbeitet. Die direkt in Glutaraldehyd gelager-

ten Proben wurden ausschließlich für elektronenmikroskopische Untersuchungen bearbeitet.  
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2.4 Flat-mount Technik 

Zur phasenkontrast-, interferenz- und immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Prä-

parate wurde die Flachpräparation, die sogenannte flat-mount Technik, eingesetzt. Bei der flat-

mount Technik wurde die Membran aus dem Fixierungsmedium mit einem Glashäkchen und ei-

nem Tropfen 4´,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) auf einen Objektträger übertragen. Anschlie-

ßend wurde das Präparat mit Hilfe eines Glashäkchens vorsichtig flach ausgebreitet und mit ei-

nem Deckglas zugedeckt. Die Flachpräparate wurden dann am Fluoreszenzmikroskop in Aufsicht 

untersucht. Dies ermöglichte eine Analyse der Anzahl und Verteilung verschiedener Elemente, 

wie z.B. der Zellen, auf der kompletten Fläche einer ILM-Membran.  

Nach erfolgreicher Dokumentation und Untersuchung am ILM-Flachpräparat wurde das Gewebe 

postfixiert und für die EM-Aufnahmen vorbereitet. In zwei Fällen konnten die Proben nach der 

immunzytochemischen Analyse aufgrund der zu kleinen Größe der Präparate nicht weiterver-

wendet werden. In diesen zwei Fällen wurden die kleinen ILM-Fragmente für die EM benutzt.  
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2.5 Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie 

Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie sind zwei verschiedene lichtmikroskopische Tech-

niken zur Untersuchung der epiretinalen Membranen bzw. der ILM, welche mit der flat-mount 

Technik vorbereitet wurden.  

Die Phasenkontrastmikroskopie ist eine kontrastverstärkende optische Technik zur Herstellung 

von kontrastreichen Bildern von transparenten Proben wie der ILM. Die Phasenkontrastmikrosko-

pie wandelt Veränderungen der Phase in Änderungen der Amplitude von Lichtwellen beim Durch-

gang von Körpern um. Dieses Mechanismus führt zur Erhöhung des Kontrastes[58].  

Die Interferenzmikroskopie nutzt die Höhenunterschiede einer Oberfläche zur Darstellung von 

Körpern. Das Licht des Mikroskops (DM 2500, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) 

wird in zwei Strahlen geteilt und nach dem Durchgang durch das Objekt erneut auf dem Plan 

zusammengelegt. Aufgrund der Interferenzeffekte werden dann undurchsichtige Objekte als In-

tensitätsdifferenzen sichtbar[58], [72]. 

Die Phasenkontrastübersichtsaufnahmen wurden mit der Software Photoshop® CS 6 (Adobe 

Systems GmbH, München, Deutschland) zusammengesetzt und zur Ausmessung der Fläche von 

den Proben verwendet. Die Skala für die Konversion, von den in den Bildern gemessenen Pixeln 

in Metern, ist in Tabelle 1 dargestellt. 

 

Vergrößerung Pixel nm 

5x 549 1000,0000 

10x 1094 1000,0000 

20x 1098 500,0000 

40x 444 100,0000 
 

Tabelle 1: Skala zur Vermessung der Präparatefläche. 

Skala für die Konversion von den in den Bildern gemessenen Pixeln in Metern zur Vermessung 

der Präparatefläche.  
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2.6 Immunfluoreszenz 

2.6.1 Zellkernfärbung und Zellzählung  

Zur Detektion von Zellkernen wurde 4´,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Dianova, Hamburg, 

Deutschland) verwendet. Die ILM wurde in einen Tropfen dieses Farbstoffs auf einem Objektträ-

ger ausgebreitet und mit einem Deckglas bedeckt. Die flach ausgebreiteten ILM-Präparate wur-

den mit polarisiertem Blaulicht mikroskopiert. Für die Analyse der Zellzahlen wurden die DAPI-

Übersichtaufnahmen verwendet. Die dargestellten Zellkerne wurden entweder manuell oder mit 

der Hilfe der automatisierten Software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/) gezählt. Zur Übersicht 

wurden zunächst Aufnahmen mittels Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie erstellt und da-

nach mit polarisiertem Licht zur Detektion von DAPI-positiven Zellkernen untersucht. Auf diese 

Weise war eine Berechnung der Zelldichte und Messung der Membranflächen möglich.  
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2.6.2 Immunpräparation 

Tabelle 2 zeigt die primären Antikörper, die bei den immunzytochemischen Färbungen zur An-

wendung kamen. Die Schritte der Immunfluoreszenzvorbereitung sind schematisch in Tabelle 3 

dargestellt. Jede zu analysierende ILM wurde in eine eigene halbkugelförmige Kerbe von einem 

Kunststofftablett, das als Färbekammer diente, übertragen. Jeder Schritt erfolgte unter sanften 

Schwingungen der Rüttelmaschine.  

 

Zellspezifisches Antigen Zielstruktur 

Vimentin (VIM) 
Intermediärfilamente der Gliazellen 

Fibrilläres saures Gliaprotein (GFAP) 

Neurofilament (NF) Retinale Ganglienzellen 

Zelluläres Retinaldehyd-bindendes Protein 
(CRALBP) 

Müller- und retinale Pigmentepithelzellen  

Calretinin 
Retinale Ganglienzellen, 

Amakrine- und Horizontalzellen 

Melanopsin 
Dendriten und Axone von retinalen 
Ganglienzellen 

Gliazellen abgeleiteter neurotropher 
Wachstumsfaktor (GDNF) 

Neuronaler Wachstumsfaktor 

Ziliarer neurotropher Faktor (CNTF) Neuronaler Wachstumsfaktor 
 

Tabelle 2: Primäre Antikörper und ihre Zielstrukturen. 

 

Die immunzytochemische Färbung begann mit zwei Waschvorgängen von je 10 Minuten mit 0,1 

M PBS-Lösung. Danach erfolgte die enzymatische Demaskierung mittels 0,1% Pepsin in 0,1 M 

PBS-Puffer. Nach 15 Minuten wurden die Proben erneut zweimal mit PBS-Lösung gespült, bevor 

sie 90 Minuten im PBT-Puffer inkubiert wurden. Ab diesem Schritt lag die Kunststoffplatte in einer 

nach Laborschema aufgebauten Feuchtkammer auf dem IKA-Vibrax-VXR-Rüttler (IKA Werke, 

Staufen, Deutschland). Anschließend wurden die in PBT-Puffer verdünnten primären Antikörper 

in der gewünschten Kombination auf die Membranen gegeben (siehe Tabelle 4). Dabei wurden 

die primären Antikörper über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden die ILM-Präparate erneut 
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dreimal für je 10 Minuten gewaschen und Sekundärantikörper zugegeben. Jede Membran bekam 

die gleiche 100 µl PBS-Lösung mit C2, C3 und C5 Fluorochrom markierten Antikörpern in einer 

1:100 Verdünnung (siehe Tabelle 5). Sowohl Arbeitsschritte als auch Inkubation der Sekundäran-

tikörper erfolgten unter Abdunkelung, um eine Schwächung des Fluoreszenzsignals zu verhin-

dern. Zum Schluss wurden die Proben je viermal 10 Minuten lang mit PBS-Lösung gewaschen, 

in einen DAPI-Tropfen auf einem SuperFrostTM Objektträger (Menzel, Braunschweig, Deutsch-

land) übertragen, flach ausgebreitet und mit einem Deckglas abgedeckt. 
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Schritt Zeit 

1. Auswaschen in 0,1 M PBS (pH 7.4) 2 x 10 Minuten 

2. Enzymatische Demaskierung mit 0,1% Pepsin in 0,1 M PBS-Puffer 15 Minuten 

3. Auswaschen in 0,1 M PBS (pH 7.4) 2 x 5 Minuten 

4. Inkubationspuffer (PBT) 1,5 Stunden 

5. Hinzugabe primärer Antikörper in PBT Über Nacht 

6. Auswaschen in 0,1 M PBS (pH 7.4) 3 x 10 Minuten 

7. Hinzugabe sekundärer Antikörper (1:100) in 0,1 M PBS 1,5 Stunden 

8. Auswaschen in 0,1 M PBS (pH 7.4) 4 x 10 Minuten 

Übertragung des Präparates auf Objektträger, Eindecken mit DAPI Mountain-Medium und Fotografieren 
 

Tabelle 3: Schritte der Immunfluoreszenzvorbereitung. 
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Tabelle 4: Daten der verwendeten primären Antikörper.  

Antigen Verdünnung in PBS Daten der primären Antikörper 

Zellspezifische Antigene 

Vimentin (VIM) 1:40 Ziege, V 4630, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland. 

Fibirilläres saures Gliaprotein (GFAP) 1:50 

Kaninchen, Z 0334, Dako, Jena, Deutschland. 

Maus, sc-9973, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 
Deutschland. 

Neurofilament (NF) 1:50 Maus, M 0726, Dako, Jena, Deutschland. 

Retinaldehyd-bindendes Protein (CRALBP) 1:50 
Ziege, sc-18757, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 

Deutschland. 

Calretinin 1:50 Kaninchen, GTX103261, GeneTex, Eching, Deutschland. 

Melanopsin 1:20 Kaninchen, GTX19383, GeneTex, Eching, Deutschland. 

Neurotrophe Wachstumsfaktoren 

Gliazellen abgeleiteter neurotropher Wachstumsfaktor 
(GDNF) 

1:50 

Kaninchen, sc-328, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 
Deutschland. 

Ziege, sc-328-G, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 
Deutschland. 

Ziliarer neurotropher Faktor (CNTF) 1:50 
Kaninchen, HPA0196, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutsch-

land. 
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Sekundärantikörper 
Verdünnung in 

PBS 
Zielspezies Daten der Antikörper 

Cy 3 

1:100 

Maus 
715-165-150, Dianova, Hamburg, Deutschland. Emission bei 570 nm 

Rote Farbe 

Cy 2 Kaninchen 
715-225-150, Dianova, Hamburg, Deutschland. Emission bei 508 nm 

Grüne Farbe 

Cy 5 Ziege 
705-175-003, Dianova, Hamburg, Deutschland. Emission bei 670 nm 

Infrarote Farbe 
 

Tabelle 5: Daten der verwendeten sekundären Antikörper. 
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2.6.3 Negativkontrollen 

Als Negativkontrollen für die Immunfluoreszenz sind zwei unterschiedliche Methoden genutzt 

worden: 

• Durchführung der immunzytochemischen Untersuchung mittels Isotypkontrollen der gleichen 

Art der verwandten primären Antikörper als Primärantikörper. 

• Durchführung der immunzytochemischen Untersuchung ohne Primärantikörper.  

Die Daten der Isotypkontrollen sind in Anhang A „Laboraustattung, Reagenzien und Rezepturen“ 

dargestellt. Ein Beispiel von Negativkontrolle ist in der Abbildung 22 gezeigt. 

 

2.6.4 Bilddokumentation  

Zur Aufnahme der Bilder wurden das Fluoreszenzmikroskop (DM 2500, Leica Microsystems 

GmbH, Wetzlar, Deutschland) mit der Mikroskop-Kamera (ProgRes® CF, Jenoptik Optical Sys-

tems, Jena, Deutschland) und die Software ProgRes® CapturePro v2.8.8 (Jenoptik Optical Sys-

tems, Jena, Deutschland) verwendet. Jede Stelle der ILM-Präparate wurde in Phasen-, Interfe-

renz- und Fluoreszenzmikroskopie fotografiert, ohne das Präparat zwischen den Aufnahmen zu 

bewegen.  

Zur Darstellung der unterschiedlichen eingesetzten Antikörper wurden drei verschiedene Wellen-

längen-Filter benutzt: 508 nm (Cy2), 570 nm (Cy3) und 670 nm (Cy5). DAPI wurde mit einem 

zusätzlichen Filter (460 nm) detektiert.  

Angefertigt wurde eine Anzahl an Bildern in verschiedenen Vergrößerungen: 50-, 100-, 200- und 

400-fach. Ausgewertet wurden: 

1. Anwesenheit positiver Zellen für die untersuchten Marker. 

2. Kolokalisation der untersuchten Marker. 

3. Zelldichte der ILM. 

4. Größe der ILM. 

5. Vorkommen von Poren. 
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Zur Darstellung von möglichen Kolokalisationen der Marker wurden Bilder der gleichen Stelle, die 

mit verschiedenen Wellenlängen-Filtern aufgenommen wurden, mittels Adobe Photoshop® CS 6 

(Adobe Systems GmbH, München, Deutschland) überlagert.  

Die Aufnahmen der jeweiligen Fluorochrome wurden parallel untersucht. Zur Beschreibung der 

Anwesenheit positiver Zellen wurde folgende semiquantitative Skala benutzt: 

• - : Keine positiven Zellen für den Marker. 

• (+) : Wenige positive Zellen für den Marker. 

• + :  Mittlere Anzahl an positiven Zellen für den Marker. 

• ++ :  Große Anzahl an positiven Zellen für den Marker. 

Die Analyse der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte in Eigenregie und wurde anschließend von 

zwei erfahrenen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe reevaluiert und verglichen. 
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2.7 Licht- und Transmissionselektronenmikroskopie 

2.7.1 Semidünnschnitt- und Ultradünnschnittpräparation 

Eine schematische Darstellung des Vorbereitungsprotokolls von den EM-Proben befindet sich in 

der Tabelle 6. Die Aufarbeitung der Proben für die Elektronenmikroskopie in den Schritten 11-13 

wurde aufgrund der Verwendung von gesundheitsschädlichen Substanzen unter Aufsicht und der 

Mitarbeit des Laborpersonals durchgeführt.  

Nach einer Fixierung von mindestens 24h in 4%-iger GA-Lösung wurden die Membranen unter 

leichtem Rütteln im 0,1 M PBS gewaschen und für eine Stunde in 1%iger Osmium-tretoxid-Lö-

sung unter den Abzug gelegt. Anschließend fand ein erneuter Waschschritt im 0,1 M PBS statt. 

Diesem folgten zwei Dehydrierungsschritte, erst mit einer 30%-, dann mit einer 50% -haltigen 

Ethanol-Lösung, für jeweils 15min. Über Nacht erfolgte die Blockkontrastierung der ILM mit 1% 

Koamylacetat in 70% Ethanol. Der Dehydrierungsprozess wurde am Folgetag mit einer Alkohol-

Verdünnungsreihe fortgesetzt: 

• 70% Ethanol  15 Minuten. 

• 90% Ethanol  15 Minuten. 

• 100% Ethanol  2 x 15 Minuten. 

Gleichzeitig wurde die Epon-Mischung angesetzt und 1:1 zu 100%igem Ethanol zugegeben. Die 

Proben wurden sofort in das hergestellte Gemisch über Nacht eingebettet und am nächsten Tag 

in die Einbettformen gelegt. Dabei wurde auch die auf einem Stück Papier gedruckte 

Probenummer vergeben und ausgerichtet. Schließlich blieb die Einbettform mit den ILM-

Präparaten für 5 Stunden auf dem Rüttler, bevor sie 2 Tage lang zur Polymerisation im 

Wärmeofen (Memmert B30, Memmert, Schwabach) bei 58°C eingelagert wurde. 

Die auf diese Weise in Epon eingebetteten Proben wurden am Leica Ultracut (Leica Microsys-

tems GmbH, Wetzlar, Deutschland) geschnitten. Dabei wurden 1 µm dicke Semidünnschnitte 

(nach einer Methylenblau-Färbung zur topographischen Orientierung und Qualitätskontrolle der 

Schnitte) verwendet und danach ca. 60-70 nm Ultradünnschnitte zur EM-Untersuchung herge-

stellt. Nach dem Schneiden von circa 4-5 Semi-Schnitten wurden diese auf ein Grid (gitterförmi-

ger Probehalter, Pano, Wetzlar, Deutschland) übertragen.  
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Zum Abschluss fand die Kontrastierung statt. Nach einem 15-minütigen Bad in 2% Uranylacetat 

in destilliertem Wasser wurden die Grids mit destilliertem Wasser gewaschen. Nun wurden sie in 

Bleicitrat 2-mal für jeweils 10 und 15 Minuten gelassen. Nach einer weiteren Waschung mit des-

tilliertem Wasser wurden die Präparate bei Raumtemperatur für mindestens einen Tag getrock-

net.  

Die Proben wurden mit dem Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss EM 900, Zeiss, Jena, 

Deutschland) ausgewertet und mit dessen Kamera (Slow-scan CCD-Camera for TEM, TRS, 

Moorenweis, Deutschland) fotografiert. Die Stellen von Interesse wurden in verschiedenen 

Vergrößerungen aufgenommen. Hierbei wurden die folgenden Membraneigenschaften 

dokumentiert: Anwesenheit, Art und Lokation (auf der retinalen oder vitrealen Seite der ILM), 

Vorkommen der Zellen und Kollagene, Anwesenheit von nativen vitrealen Kollagenen, neu 

formiertes Kollagen und fibröses Kollagen mit langem Bänderungsmuster.  



2 Material und Methoden 48 

Schritt Zeit 

1. 4% GA-Fixierung Mindestens 24 Stunden 

2. Aufwaschen in 0,1 M PBS (pH 7.4)  

3. 1% Osmiumtretroxid –Lösung 1 Stunde, unter Abzug 

4. Aufwaschen in 0,1 M PBS (pH 7.4) 1 Stunde, unter Abzug 
5. Dehydrierung: 

30% Ethanol 

50% Ethanol 
Je 15 Minuten 

6. Blockmaskierung mit 1% Koamylacetat in 70% Ethanol Über Nacht 
7. Verdünnungsreihe: 

70% Ethanol 

90% Ethanol 

100% Ethanol 

15 Minuten 

15 Minuten 

2 x 15 Minuten 

8. Epon-Mischung + 100% Ethanol (1:1) Über Nacht 

9. Proben einbetten und ruhen lassen 5 Stunden 

10. Lagerung im Wärmeofen bei 58°C 2 Tage 

11. Herstellung der ultradünnen Schnitten mit Ultracut  

12. Übertragung der Schnitte auf Grids  

13. Kontrastierung: 

2% Uranylacetat im destillierten Wasser 

Aufwaschen im destillierten Wasser 

Bleicitrat im destillierten Wasser 

Aufwaschen im destillierten Wasser 

 

15 Minuten 

 

10 und 15 Minuten 

 

14. Abtrocknen der Proben bei Raumtemperatur Mindestens 24 Stunden 

15. Untersuchung mit Elektronenmikroskop  
 

Tabelle 6: Vorbereitungsschritte für die Elektronenmikroskopie. 
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2.7.2 Bilddokumentation der Elektronenmikroskopie 

Auch die elektronenmikroskopische Auswertung war semiquantitativ: 

• - : Gesuchtes Merkmal abwesend. 

• (+) : Gesuchtes Merkmal selten beobachtet. 

• + : Gesuchtes Merkmal mit mittlerer Häufigkeit beobachtet. 

• ++ : Gesuchtes Merkmal häufig beobachtet. 

Die Analyse der mikroskopischen Aufnahmen erfolgte in Eigenregie und wurde anschließend von 

zwei erfahrenen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe reevaluiert und verglichen. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Allgemeine Patientencharakteristika 

In die vorliegende Studie wurden die Präparate der inneren Grenzmembran von 24 Augen ein-

geschlossen, die mittels pars plana Vitrektomie mit ILM-Peeling von 24 Patienten gewonnen wur-

den. Die ILM-Präparate von 17 Augen wurden immunfluoreszenz-, interferenz- und phasenkon-

trastmikroskopisch untersucht. Eine zusätzliche, ultrastrukturelle Untersuchung wurde mittels 

Transmissionselektronenmikroskopie bei ILM-Präparaten von 12 dieser 17 Augen durchgeführt. 

Die ILM Präparate von 7 Augen wurden ausschließlich mittels Elektronenmikroskopie untersucht. 

Die Daten sind in der Tabelle 7 gezeigt.  

Die Entscheidung zur immunzytochemischen und/oder elektronenmikroskopischen Untersu-

chung richtete sich dabei ausschließlich nach der Größe der chirurgisch gewonnenen ILM-Prä-

parate. Je kleiner das ILM-Präparat, desto schwieriger ist die Durchführung der immunzytoche-

mischen Präparationsschritte. Aus diesem Grund wurden sehr kleine Präparate bei 7 Augen aus-

schließlich für die Elektronenmikroskopie aufgearbeitet. 

Das Patientenkollektiv bestand zu 75% aus Frauen (18/24) und das durchschnittliche Alter betrug 

ca. 69 Jahre (SD ± 7 Jahre, 51 - 82 Jahre).  

Für die Durchführung dieser Studie wurde das Material von nur einem Auge pro Patienten be-

nutzt. Das am häufigsten operierten Auge war das linke (58%; 14/24). Präoperativ waren 15 Au-

gen phak und 9 pseudophak (62% und 38%). Eine kombinierte Operation mit PPV, Peeling und 

Phakoemulsifikation mit Hinterkammerlinsenimplantation erfolgte bei allen 15 pseudophaken Au-

gen, während die 9 bereits pseudophaken Augen ausschließlich mit ILM-Peeling und PPV be-

handelt wurden. 
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Patient Alter/Geschlecht Auge 
Präoperativer 
Linsenstatus 

Makulforamens
stadium 

Makulafroramendurchmesser 
[μm] 

VMT vorhanden Untersuchungsmethoden 

1 74/F OD Phak IV 574 - TEM 

2 68/M OD Phak IV 433 - IC + TEM 

3 74/F OD Phak IV 657 - IC + TEM 

4 51/F OS Phak IV 400 - IC + TEM 

5 74/F OD Phak IV 548 - IC + TEM 

6 74/F OD Phak III 608 + IC + TEM 

7 58/F OS IOL IV 429 - IC + TEM 

8 68/F OS Phak IV 526 - IC + TEM 

9 59/F OD Phak IV 435 - IC + TEM 

10 71/F OS Phak III 413 + TEM 

11 80/F OS Phak IV 463 - IC + TEM 

12 65/F OS Phak IV 577 - TEM 

13 69/F OS IOL IV 505 - IC 
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14 77/M OS IOL IV 400 - TEM 

15 82/F OS Phak III 544 - TEM 

16 68/M OD Phak IV 636 - IC 

17 66/F OS IOL IV 422 - IC 

18 77/M OS IOL IV 508 - TEM 

19 63/M OD Phak IV 537 - IC + TEM 

20 79/F OD IOL IV 650 - IC 

21 63/F OS Phak IV 415 - IC +TEM 

22 67/M OD IOL IV 487 - IC 

23 71/F OS IOL IV 522 - TEM 

24 69/F OS IOL IV 544 - IC + TEM 
 
Tabelle 7: Allgemeine Patientendaten. 
M = männlich. F = weiblich. OD = Oculus dexter, rechtes Auge. OL = Oculus sinister, linkes Auge. Phak = mit eigener Linse. IOL = Intraokularlinse.  

VMT = vitreomakuläre Traktion. IC = Immunzytochemie, TEM = Transmissionselektronenmikroskopie.  
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Die mittels SD-OCT gemessenen Makulaforaminadurchmesser waren alle größer als 400 µm, 

mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 506,08 ± 78,52 µm (Median 506,5 µm; Range 400 

- 657 µm). Drei von 24 (12%) Augen zeigten ein MF im Stadium 3 nach Gass und 21 von 24 

Augen (88%) ein MF des Stadiums 4 nach Gass. Eine VMT war bei 2 der 3 Augen mit MF Stadium 

3 zu erkennen, wie in der Abbildung 9 dargestellt.  

 

 
 

Abbildung 9: Beispiel eines durchgreifenden Makulaforamens mit Traktion 

Patient 10, linkes Auge. Links: Konfokale Scanning-Laser-Ophthalmoskopie des Fundus oculi; 

Rechts: spectral domain optische Kohärenztomographie mit Darstellung eines großen Makulafo-

ramens mit Traktion.  
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3.2 Lichtmikroskopische Analyse der Fläche und Zellzahl der 

Präparate 

Die Ergebnisse der Lichtmikroskopie sind in der Tabelle 8 dargestellt. Bei den mittels Immunflu-

oreszenz untersuchten Präparaten (17/24 Augen) wurden Fläche und Zelldichte durch Interfe-

renz- und Phasenkontrastmikroskopie sowie DAPI-Zellkernfärbung gemessen.  

Während der Aufarbeitung der Proben wurden große Zellenansammlungen als trüb-weißliche 

und leicht prominente Auflagerung auf der flachen und homogenen ILM unter dem Stereomikro-

skop bereits mit niedrigeren Vergrößerungen wahrgenommen. Kleine Zellansammlungen oder 

einzelne Zellen konnten nur in der Lichtmikroskopie und mittels Zellkernfärbung sichtbar gemacht 

werden. 

Die Zellanzahl betrug 172,47 ± 184,61 Zellen (Median 68 Zellen; Range 4 - 579 Zellen) mit einer 

Zelldichte von 48,82 ± 54,68 Zellen/mm2 (Median 34 Zellen/mm2; Range 2 – 198 Zellen/mm2). 

Die Fläche der untersuchten ILM-Präparate lag durchschnittlich bei 4,52 ± 3,14 mm2 (Median 

2,93 mm2; Range 0,73 – 9,60 mm2).  

Es wurde eine heterogene Zellenverteilung auf den Präparaten beobachtet: Manche Stellen der 

Membranen zeigten eine dichte Ansammlung an Zellen, während andere Areale wiederum zell-

reicher oder ohne Zellansammlungen waren. Unterschiedlich war auch die Zellenverteilung: ver-

einzelt, in Clustern, in regelmäßigen Abständen voreinander stehend und auf konfluierende oder 

nichtkonfluierende Weise disponiert. Abbildung 10 stellt ein Beispiel der Heterogenität von Zel-

lendichte und Verteilung dar: Der Patient 5 zeigte eine Zellpopulation mit nebeneinanderstehen-

den konfluierenden und nichtkonfluierenden Zellen. Im Gegensatz dazu befanden sich deutlich 

weniger Zellen auf dem Präparat vom Patient 17 mit einzelnen Zellen.  
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Patient 
Fläche 

(mm2) 
Zellzahl Zellen/mm2 

2 3,86 200 52 

3 1,92 295 154 

4 9,57 50 5 

5 2,93 579 198 

6 8,26 31 4 

7 2,65 185 70 

8 2,26 68 30 

9 1,01 59 58 

11 7,43 413 56 

13 1,85 4 2 

16 7,16 529 74 

17 2,10 6 3 

19 4,36 254 58 

20 2,61 23 9 

21 9,60 153 16 

22 8,61 58 7 

24 0,73 25 34 
 

Tabelle 8: Fläche, Zellzahl und Zelldichte der Präparate der inneren Grenzmembran. 



3 Ergebnisse 56 

 

Abbildung 10: Heterogenität in der Zelldichte und Verteilung. 

(A) und (B): Patient 5, rechtes Auge, 100x Vergrößerung; (C) und (D): Patient 17, linkes Auge, 

100x Vergrößerung. DAPI-Aufnahme (A) und (C). Phasenkontrastmikroskopie (B) und (D). (A) 

und (B) zeigen eine Schwankung in der Zelldichte, welche diffus und zum Teil konfluierend auf 

dem Präparat vorkamen, (C) und (D) zeigen ein zellarmes Präparat.  
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3.3 Immunfluoreszenzmikroskopische Analyse 

Sowohl alle zellspezifischen Antigene als auch alle Wachstumsfaktoren stellten sich in den im-

munzytochemischen Untersuchungen als positiv heraus (siehe Tabelle 9).  

Die untersuchten Zellepitope waren in der semiquantitativen Auswertung allgemein mäßig expri-

miert, aber in variablem Ausmaß. Die Wachstumsfaktoren zeigten sich dagegen homogen und 

durchschnittlich häufiger vorkommend. Die semiquantitativen Ergebnisse der immunzytochemi-

schen Untersuchungen sind in Tabelle 10 zusammengefasst. 
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Patient NF CRALBP GFAP VIM Melanopsin Calretinin GDNF CNTF Negativkontrolle Kolokalisation 

2 +     ++ ++   Calretin + GDNF 

3 + + ++       - 

4 + - + +   (+)  - GFAP + VIM 

5  + -   +    Calretinin + CRALBP 

6  - -   -   - - 

7   + +   ++   GFAP + GDNF 
 GFAP + Vim 

8   + +   ++   GFAP + GDNF 

9 +    +  ++  - Melanopsin + GDNF 

11 (+)   ++    ++  VIM + CNTF 

13         - - 

16 (+)   +    ++  VIM + CNTF 

17 -     - +   - 

19 + - + +   ++ ++  GFAP + VIM 

20 + (+) + +   +   GFAP + GDNF 
 GFAP + Vim 
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Tabelle 9: Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchungen. 

NF = Neurofilament. CRALBP = Zelluläres Retinaldehyd-bindendes Protein. VIM = Vimentin. GDNF = Gliazellen abgeleiteter neurotropher Wachstumfaktor. CNTF 

= Ziliarer neurotropher Faktor. 

  

21 -   +    ++  VIM + CNTF 

22 -   +    ++  - 

24 -    +  +   Melanopsin + GDNF 
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Zellspezifisches Antigen Zielstruktur n= - (+) + ++ 
Anteil 
positiv 

Insgesamte Immunre-
aktivität 

Vimentin (VIM) Intermediärfilamente der Gliazellen 9 0 0 9 0 100% + 

Fibirilläres saures Gliaprotein 
(GFAP) 

Intermediärfilamente der Gliazellen 8 2 0 5 1 75% + 

Nerurofilament (NF) Retinale Ganglienzellen 12 4 2 6 0 67% + 

Zelluläres Retinaldehyd-bindendes 
Protein (CRALBP) 

Müller- und retinale Pigmentepithelzellen 6 1 3 2 0 84% (+) 

Calretinin 
Retinale Ganglienzellen, Amakrine- und 

Horizontalzellen 
4 2 0 1 1 50% + 

Melanopsin Dendriten und Axone von retinalen Ganglienzellen 2 0 0 2 0 100% + 

Gliazellen abgeleiteter neurotropher 
Wachstumsfaktor (GDNF) 

Neuronaler Wachstumsfaktor 9 0 1 3 5 100% ++ 

Ziliarer neurotropher Faktor (CNTF) Neuronaler Wachstumsfaktor 5 0 0 0 5 100% ++ 
 

Tabelle 10: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunfluoreszenz. 
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3.3.1 Zellspezifische Antigene 

Vimentin war in allen Präparaten zu finden. Positive Zellen für diesen Gliazellmarker war mittel-

häufig positiv (+, 8/9) und häufig positiv (++, 1/9) in den untersuchten Proben (vgl. Abbildung 12 

und Abbildung 18). Es wurde kein extrazelluläres Vorkommen beobachtet.  

Das saure Gliafaserprotein, GFAP, ein anderer Marker für gliale Zellen, wurde in 6 von 8 Proben 

(75%) nachgewiesen. Anders als bei Vimentin zeigte sich sowohl ein intra-, als auch extrazellu-

läres Vorkommen. Die Positivität für dieses Epitop ist in Abbildung 12 und Abbildung 13 darge-

stellt. Bezüglich der Häufigkeit des Epitops sind GFAP-positive Zellen ein häufiger Bestandteil 

epiretinaler Zellen (+ in 5/6 und ++ in 1/6 Proben, jeweilig 83% und 17%). 

Das Neurofilament Protein wies ein positives Signal in 8 von 12 Fällen auf (67%). In 2 der 8 

positiven ILM-Präparate war dieser Gliazellmarker selten positiv ((+), 25%). Bei den restlichen 6 

Augen waren die positiven Zellen für dieses Epitop oft vorkommend (+, 75%). Die Auswertung 

des Signals von NF zeigte sich zum Teil schwierig aufgrund des starken Signals des Hinter-

grunds. Ein Beispiel von Positivität für NF wird in der Abbildung 11, Bild D, gezeigt. 

CRALBP, vorkommend in RPE- und Müllerzellen, wurde in 5 von 6 Augen (84%) positiv gefun-

den. CRAPBP ist als Beispiel in Abbildung 14 dargestellt. Die beobachtete Expression dieses 

Proteins in den Proben ist heterogen: In 3 von 5 Augen kam es selten vor ((+), 60%). In den 

restlichen positiven Präparaten konnte CRALBP mit mittlerer Häufigkeit nachgewiesen werden 

(+, 40%).  

Calretinin wurde in der Hälfte der Präparate gefunden (2/4, einmal + und ++). Dieser Marker für 

retinale Ganglien-, Amakrine- und Horizontalzellen war am stärksten extrazellulär in Form von 

positiven Granula beobachtet worden. Eine weitere Besonderheit von Calretinin ist die verstärkte 

Expression mit gleich großen und konzentrierten, hyperreflektiven Granula in den Zellfortsätzen 

(siehe Abbildung 16). In den Präparaten 6 und 17 wurde eine starke extrazelluläre Expression 

dieses Epitops gefunden (siehe Abbildung 15). Trotz der Verwendung von Interferenz- und Pha-

senkontrastmikroskopie blieb das morphologische Korrelat, und somit der Ursprung dieser posi-

tiven Granula, unklar. Bei fehlenden positiven Zellen und bei reichlich vorkommenden Artefakten 

auf beiden Proben wurden die Präparate als negativ gewertet.  
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Ein positiver Nachweis von Melanopsin fand sich in allen untersuchten Proben (n=2). Fast alle 

Zellen der Proben waren positiv (+) in der Immunfluoreszenz für diesen Ganglienzellenmarker 

(siehe Abbildung 17). 

 

 
Abbildung 11: Mikroskopische Aufnahmen von Immunfluoreszenz an flat-mount Präpara-
ten. 

Patient 3, rechtes Auge, x400 Vergrößerung, (A-D). Patient 11, linkes Auge, x200 Vergrößerung, 
(E-H). Patient 2, rechtes Auge, x200 Vergrößerung, (I-L). DAPI (A), (E) und (I). Phasenkontrast-
mikroskopie (B), (F) und (J). Interferenzmikroskopie (C), (G) und (K). Anti-NF (D). Anti-CNTF (H). 
Anti-GDNF (L). Zellen sind für die untersuchten Epitope positiv (D), (H) und (L). Die positiven 
Strukturen korrelieren mit den mittels DAPI dargestellten Zellkernen (A), (E) und (I) und den Zel-
lenkonturen der Interferenz- und Phasenkontrastmikroskopie (B), (C), (F), (G), (J) und (K). 
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Abbildung 12: Kolokalisation von Anti-GFAP und Anti-Vimentin. 
Patient 19, rechtes Auge, 400x Vergrößerung. Interferenzmikroskopie (A), Phasenmikroskopie 
(B), Anti-GFAP (C), Anti-GDNF (D), Anti-VIM (E), Zusammengesetzt DAPI, Anti-GFAP, Anti-

GDNF und Anti-Vimentin (F). Kolokalisation von Anti-GFAP mit Anti-Vimentin positiven Zellen. 

 

 
Abbildung 13: Kolokalisation von Anti-GFAP und Anti-GDNF. 
Patient 8, linkes Auge, 200x Vergrößerung. DAPI (A), Interferenz- (B) und Phasenkontrastmikro-

skopie (C), Anti-GFAP (D) und Anti-GDNF (E), Zusammengesetzt DAPI, Anti-GFAP und Anti-

GDNF (F). Anti-GDNF, sowie Anti-GFAP, sind in einem Zellcluster kolokalisiert.  
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Abbildung 14: Kolokalisation von Anti-CRALBP und Anti-Calretinin. 
Patient 5, rechtes Auge, 200x Vergrößerung. DAPI (A), Interferenz- (B) und Phasenkontrastmik-

roskopie (C), Anti-Calretinin (D), Anti-CRALBP (E), Zusammengesetzt Anti-DAPI, Calretinin und 
Anti-CRALBP (F). Kolokalisation von Anti-Calretinin mit Anti-CRALBP positiven Zellen.  

 

 
Abbildung 15: Artefakte in der Anti-Calretinin-Färbung. 
Patient 17, linkes Auge, 200x Vergrößerung, (A-C). Patient 6, rechtes Auge, 100x Vergrößerung, 

(D-F). DAPI-Färbung (A) und (D), Phasenkontrastmikroskopie (B) und (E) und Anti-Calretinin (C) 

und (F). In beiden Präparaten ist keine Zelle für den Calretinin positiv, alle positive Strukturen 

korrelieren zu nichtzellulären Strukturen, welche entweder Artefakte oder nicht zuzuordnen sind.  
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3.3.2 Wachstumsfaktoren 

Wachstumsfaktoren-exprimierende Zellen wurden in jeder untersuchten Probe gefunden (n=13). 

CNTF wurde in allen Präparaten und in fast allen Zellen exprimiert (++, in 5/5). Wie bei CNTF 

wurde GDNF in allen untersuchten Proben nachgewiesen, wobei der Anteil der positiven Zellen 

im Vergleich zu anderen Wachstumsfaktoren variabler war ((+) in 1/9, + in 3/9 und ++ in 5/9). 

Beide Wachstumsfaktoren kamen hauptsächlich intrazellulär vor (siehe Abbildung 13, Abbil-

dung 16, Abbildung 17, Abbildung 18), und auch in Form von extrazellulären Granulationen 

(siehe Abbildung 11, Bild H und L). Durch Phasenkontrast- und Interferenzmikroskopie konnten 

falsch positive Ergebnisse aufgrund von Artefakten ausgeschlossen werden. Diese extrazellulä-

ren Granula wurden häufiger bei GDNF als bei CNFT beobachtet.  
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3.3.3 Kolokalisation von Antigenen 

Durch die gleichzeitige Färbung von drei verschiedenen primären Antikörpern pro Präparat fielen 

mehrere Kolokalisationen der gesuchten Epitope auf. Viele dieser Kolokalisationen wurden mit 

der Unterstützung von Interferenz- und Phasenkontrastmikroskopie sowie DAPI-Färbung zur 

möglichen gemeinsamen Struktur zugeordnet. Die untersuchten Kombinationen und deren Er-

gebnisse sind in Tabelle 11 aufgelistet.  

 

Kolokalisation Häufigkeit der Kolokalisation 

Calretinin + CRALPB   1/2 (50%) 

Calretinin + GDNF  1/2 (50%) 

GFAP + GDNF 3/5 (60%) 

Melanopsin + GDNF 2/2 (100%) 

Vimentin + GFAP  4/5 (80%) 

Vimentin + CNTF  3/5 (60%) 
 
Tabelle 11: Übersicht der Kolokalisationen. 

 

Eine gleichzeitige, zelluläre Expression von Calretinin und CRALBP wurde nur in einem Auge 

gefunden (1/2). Dabei handelte es sich um eine Minderheit der auf der ILM vorkommenden Zellen 

(siehe Abbildung 14). Eine weitere Kolokalisation von Calretinin mit GNDF fand sich nur auf der 

Membran des Patienten 2. Hier konnten sowohl im Zellsoma als auch in den –fortsätzen positive 

Epitope beobachtet werden (siehe Abbildung 16). 

Der neurotrophe Wachstumsfaktor GDNF wurde auch in GFAP- oder Melanopsin-positiven Zellen 

exprimiert. Die Kolokalisation mit GFAP zeigte sich in zirka 60% (3/5) der durchgeführten Immun-

fluoreszenz-Untersuchungen. In ähnlicher Weise wurde die gleichzeitige Expression dieses 

Wachstumsfaktors mit dem Ganglienzellmarker Melanopsin in allen ausgewerteten Proben (2/2) 

beschrieben. Als Beispiele für diese zwei Kolokalisation dient die Abbildung 13 des Patienten 8 

und die Abbildung 17 des Patienten 24.  
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Weitere Kolokalisationen betreffen Vimentin. Einerseits fand sich eine Kolokalisation von Vimen-

tin mit GFAP in 80% der Fälle (4/5). Abbildung 12 zeigt hier die innerhalb der Zellen auftretende 

Kolokalisation. Andererseits fand sich eine Kolokalisation von Vimentin mit dem neuronalen 

Wachstumsfaktor CNTF (3/5 Patienten, 60%), siehe Abbildung 18. 
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Abbildung 16: Kolokalisation von Anti-Calretinin und Anti-GDNF. 
Patient 2, rechtes Auge, 400x Vergrößerung. DAPI (A), Interferenz- (B) und Phasenkontrastmik-

roskopie (C), Anti-Calretinin (D), Anti-GDNF (E), Zusammengesetzt DAPI, Anti-Calretinin und 
Anti-GDNF (F). Zelluläre Kolokalisation von Anti-Calretinin und Anti-GDNF.   

 

 
Abbildung 17: Kolokalisation von Anti-Melanopsin und Anti-GDNF. 
Patient 24, linkes Auge, 400x Vergrößerung. DAPI (A), Interferenz- (B) und Phasenmikroskopie 

(C), Anti-Melanopsin (D) Anti-GDNF (E), Zusammengesetzt DAPI, Anti-Melanopsin und Anti-

GDNF (F). Anti-Melanopsin-positive Strukturen sind mit Anti-GFAP-positiven Strukturen kolokali-

siert.  
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Abbildung 18: Kolokalisation von Anti-CNTF und Anti-Vimentin. 
Patient 11, linkes Auge, 200x Vergrößerung. DAPI (A), Phasenkontrast- (B) und Interferenzmik-

roskopie (C), Anti-CNTF (D), Anti-Vimentin (E), Zusammengesetzt DAPI, Anti-Vimentin und Anti-
CNTF (F). Anti-CNTF und Anti-Vimentin kolokalisieren in einem Zellcluster. 
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3.3.4 Poren der inneren Grenzschichtmembran  

Runde bzw. ovale Membranareale mit einer erhöhten Transparenz im Vergleich zum umgeben-

den Gewebe wurden erstmals in Präparaten der ILM in großer Anzahl gefunden und als Poren 

bezeichnet (siehe Abbildung 19). Ihre Anwesenheit wurde mittels Immunfluoreszenz, Interfe-

renz- und Phasenmikroskopie nachgewiesen. In den immunzytochemischen Aufnahmen zeigten 

sich die Poren als rundliche, homogene Areale mit einer erniedrigten Farbemission und regelmä-

ßigen Rändern. Im Gegenteil zu den durch Manipulation entstandenen durchgreifenden Löchern 

(Artefakte) mit unregelmäßiger scharfkantiger Form (siehe Abbildung 21), war die Hintergrund-

farbe des Objektträgers eindeutig nicht darstellbar.  

In der Phasenkontrastmikroskopie stellen sich diese auffälligen Areale mit glatter Oberfläche und 

ohne randbetonten Zellbesatz dar. Poren lassen sich einfach von der rauen Oberfläche der Um-

gebung differenzieren. Als morphologischen Wechselbezug in der Interferenzmikroskopie lassen 

sich gräuliche Areale mit der im Hintergrund ähnlich gräulicher Farbe in Korrelation bringen. Ins-

besondere bei größerem Durchmesser war eine rundliche dunkelgraue, leicht bläuliche Struktur 

ohne Korrelation mit den anderen lichtmikroskopischen Aufnahmen zu sehen (siehe Abbildung 

19). An den Rändern der Poren wurden keine Zellenproliferationen mit einem Bezug zur Pore 

selbst beobachtet. Poren wurden auf 65% (11/17), der mittels flat-mount Technik und Immunflu-

oreszenzmikroskopie untersuchten Membranen gefunden. 

Die morphologische Erscheinung einer solchen Pore wurde auch in der EM-Untersuchung gefun-

den. In dieser ultrastrukturellen Schnittdarstellung traten mehrere, bogenförmige, tiefe Ausdün-

nungen auf der retinalen Seite der ILM auf. 72% (13/18) der Augen hatten diese morphologische 

Charakteristik in der Elektronenmikroskopie (siehe Abbildung 20).  

Die mit Methylenblau-Färbung gefertigten Semidünnschnitte für die Lichtmikroskopie in Vorberei-

tung der Ultradünnschnitte für die TEM zeigten die ILM Präparate mit Poren mehrere Verschmä-

lerungen der ILM (vgl. Abbildung 20). Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 aufgelistet. 80% (4/5) 

der Proben mit Poren in der Elektronenmikroskopie wiesen korrelierende histologische Erschei-

nungen in der durchgeführten Lichtmikroskopie auf. Alle ILM-Präparate mit Poren (4/4) in der 

Methylenblau-Färbung zeigten diese auch in der IF. Acht der 11 (73%) ILM-Präparate, die mittels 

EM und IF untersucht wurden, wiesen Poren in beiden Untersuchungen auf.  
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Patient Poren in LM Poren in TEM Poren in IF 

1 / - / 

2 / + + 

3 / / - 

4 + + + 

5 / - - 

6 / + + 

7 / + - 

8 (+) + + 

9 - (+) + 

10 / (+) / 

11 / + - 

12 / + / 

13 / / - 

14 / - / 

15 / - / 

16 / / - 

17 / / + 

18 / (+) / 

19 + + + 

20 / / + 

21 (+) (+) + 

22 / / + 

23 / - / 

24 / + + 

Insgesamt 4/5 (80%) 13/18 (72%) 11/17 (65%) 
 
Tabelle 12: Vorkommen von Poren der inneren Grenzmembran.  
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM), Lichtmikroskopie (LM) sowie Immunfluoreszenz-
mikroskopie (IF).  
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Abbildung 19: Poren der inneren Grenzmembran.  
Patient 9, rechtes Auge, x200 Vergrößerung. DAPI (A), Phasenkontrast- (B) und Interferenzmik-

roskopie (C), Anti-NF (D), Anti-Melanopsin (E), Anti-GDNF (F). In den Bildern D-F stellen sich die 

Poren als korrespondierende schwarze und rundliche Signaldefekte der Immunfluoreszenz dar 

(Pfeil). Diese sind auch in der DAPI-Färbung zu sehen (A). In der Phasenkontrastmikroskopie 

sind die Poren zum Teil mit einer zentralen Insel gefüllt und die Farbe ähnelt der des Hintergrun-

des (B). In der Interferenzmikroskopie sind die Poren als runde Vertiefungen zu sehen (C). 

 

 
Abbildung 20: Umschriebene Ausdünnung der inneren Grenzmembran in der Lichtmikro-
skopie und Elektronenmikroskopie. 
Patient 4, linkes Auge. Poren der inneren Grenzschichtmembran (ILM, Stern) in der (A) Lichtmik-

roskopie der Semidünnschnitte, Methylenblau-Färbung, 100x Vergrößerung und (B) Transmissi-

onselektronenmikroskop, 4.400x Vergrößerung. Der Stern markiert die retinale Seite der ausge-
dünnten ILM, die mit dem Auftreten von Poren in der Fluoreszenzmikroskopie korreliert. 
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Abbildung 21: Vergleich zwischen iatrogen verursachtem ILM-Riss und ILM-Foramina. 
Patient 21, linkes Auge, 100x Vergrößerung, Phasenkontrastmikroskopie (A), Immunfluoreszenz 

mit Anti-Neurofilament (C), Anti-CNTF (E), Anti-Vimentin (G). Patient 9, rechtes Auge, 400x Ver-

größerung, Phasenkontrastmikroskopie (B), Immunfluoreszenz mit Anti-NF (D), Anti-Melanopsin 

(F), Anti-GDNF (H). Vergleich zwischen iatrogenem Riss (Pfeil mit langem Schaft) der inneren 

Grenzschichtmembran (ILM) (A), (C), (E) und (G) mit Poren der ILM (Pfeile mit kurzem Schaft) 

(B), (D), (F) und (H). 
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3.4 Negativkontrollen 

Zum Ausschluss falsch positiver Strukturen wurden Negativkontrollen durchgeführt wie in Abbil-

dung 22 dargestellt.  

Zusätzlich konnte mit Hilfe der Kombination von lichtmikroskopischen und immunzytochemischen 

Aufnahmen von der gleichen Stelle im selben Präparat eine genaue Zuordnung des Zell- und 

Kollagenstrukturen durchgeführt werden. Artefakte präsentierten sich unspezifisch positiv insbe-

sondere in der Interferenzmikroskopie. In der Phasenkontrastmikroskopie zeigten einige Arte-

fakte einen orangefarbenen Halo um ihre Konturen. Eine Multimodale Darstellung eines Artefak-

tes ist in der Abbildung 23 dargestellt.   
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Abbildung 22: Beispiele von Negativkontrollen. 
Patient 4, linkes Auge, 200x Vergrößerung. DAPI (A), Interferenz- (B), Phasenkontrastmikrosko-
pie (C), Anti-IgG1 (D) und mit Anti-IgG (E). Die Negativkontrolle zeigt keine falsch positive oder 

unspezifische Reaktivität der verwendeten Antikörper.  

 

 
Abbildung 23: Beispiel von Artefakten in der Immunfluoreszenz. 
Patient 16, rechtes Auge, 100x Vergrößerung. DAPI (A), Interferenz- (B) und Phasenmikroskopie 

(C). Immunfärbung mit Anti-NF (D), Anti-CNTF (E) und Anti-VIM (F). Ein Artefakt zeigte sich für 

alle gesuchten Epitope positiv (Pfeil). Die Phasenkontrast- (C) und Interferenzmikroskopie (B) 

demaskierten das Artefakt.  
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3.5 Transmissionselektronenmikroskopische Analyse 

3.5.1 Topografische Merkmale der inneren Grenzmembran 

Die topographischen Charakteristika der ILM wurden elektronenmikroskopisch untersucht. Die 

Ergebnisse der transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen sind in der Tabelle 13 

dargestellt und in Tabelle 14 sowie Tabelle 15 und zusammengefasst.  

Mittels Transmissionselektronenmikroskopie konnte die ILM von 18 aus 19 (95%) Augen identifi-

ziert werden. Bei Patient 3 wurde keine innere Grenzschichtmembran, sondern nur eine An-

sammlung an Zellen und Kollagen gefunden. Dabei handelte es sich entweder um einen Verlust 

der ILM während der Präparation für die Elektronenmikroskopie oder um eine Dislokation der ILM 

auf dem EM-Untersuchungsgrid.  
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Patient ILM 
Retinale 
Debris 

Zell-
schichten 

Fibrinöse 
Astrozyten 

Myofibroblasten Fibroblasten Hyalozyten 
RPE- 

Zellen 
Makropha-

gen 
Kollagen-
stränge 

NVC NFC FLSC 
Zellen auf 
retinaler 

Seite 

1 + (+) Multi + + + + - - - + - - - 

2 + + - - - - - - - + ++ - - - 

3 - - Multi - + + - - - + + - - / 

4 + - Single + - - - - - - - - - - 

5 + + Single - - - ++ - - - + - - - 

6 + (+) - - - - - - - - - - - - 

7 + + Multi ++ + - (+) - - - + - - - 

8 + - Multi - ++ ++ - - - - - - - - 

9 + - Multi - + + + - - + + - - - 

10 + (+) - - - - - - - - - - - - 

11 + - Multi + + + - - - - + - - - 

12 + - - - - - - - - - - - - - 

14 + + - - - - - - - - - - - - 

15 + - - - - - - - - - - - - - 

18 + - - - - - - - - - - - - - 
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19 + (+) Multi - - + ++ - - - + - - - 

21 + - Single - - + + - - - - - - - 

23 + (+) - - - - - - - - - - - - 

24 + - - - - - - - - + + - - - 
 
Tabelle 13: Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchungen. 
ILM = Innere Grenzschichtmembran. Single = Einschichtige Organisation von Zellen. Multi = Mehrschichtige Organisation von Zellen. RPE-Zellen = Retinale 

Pigmentepithel-Zellen. NVC = Natives vitreales Kollagen. NFC = Neu formiertes Kollagen. FLSC = Fibröses Kollagen mit langem Bänderungsmuster. 
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Zellpopulation / Kollagen - (+) + ++ Anteil positiv Insgesamt 

Retinale Debris 10 5 4 0 9/19 (47%) + 

Fibrinöse Astrozyten 16 0 3 1 4/19 (21%) (+) 

Myofibroblasten 13 0 5 1 6/19 (32%) (+) 

Fibroblasten 12 0 6 1 7/19 (37%) (+) 

Hyalozyten 13 1 3 2 6/19 (32%) (+) 

RPE-Zellen 19 0 0 0 0/19 - 

Makrophagen 19 0 0 0 0/19 - 

Kollagenstränge 15 0 4 0 4/19 (21%) (+) 

NVC 10 0 8 1 9/19 (47%) + 

NFC 16 0 0 0 0/19 - 

FLSC 16 0 0 0 0/19 - 
 

Tabelle 14: Übersicht über Zellen und Kollagene in der Elektronenmikroskopie. 
RPE-Zellen = Retinale Pigmentepithel-Zellen. NVC = Natives vitreales Kollagen. NFC = Neu formiertes Kollagen. FLSC = Fibröses Kollagen mit langem Bände-

rungsmuster. 
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Für die ILM wurde eine charakteristische Topographie nachgewiesen: Die glatte, vitreale und die 

unregelmäßig undulierte, retinale Seite (siehe Abbildung 24). Eine Vermessung der Dicke der 

gepeelten ILM wurde nicht durchgeführt, da der Präparationsschritt der Alkohol-Dehydratation, 

ein zentraler Schritt in der Vorbereitung für die Elektronenmikroskopie, die Messwerte signifikant 

verfälschen kann. Zellulärer Debris an der retinalen Seite der ILM wurde bei 8/19 Präparaten 

nachgewiesen. Ganze Zellen oder große Zellfragmente wurden nicht auf der retinalen Seite der 

ILM dargestellt (siehe Abbildung 24, Abbildung 25, Bild A und B; Abbildung 26 Bild A, C, E 

und F). 

 

Merkmale der Präparate Häufigkeit 

ILM 18/19 (95%) 

Zellen 10/19 (53%) 

Einschichtige Organisation von 
Zellen 

3/10 (30%) 

Mehrschichtige Organisation von 
Zellen 

7/10 (70%) 

Retinaler Debris 9/19 (47%) 

Zellen auf retinaler Seite 0/19 (0%) 

 
Tabelle 15: Allgemeine Ergebnisse der Transmissionselektronenmikroskopie. 
ILM = Innere Grenzschichtmembran. 
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Abbildung 24: Innere Grenzschichtmembran mit ihren zwei unterschiedlichen Seiten 
Patient 19, rechtes Auge, Transmissionselektronenmikroskopie, Vergrößerung x4.400. Innere 

Grenzschichtmembran mit glatter vitrealer und unregelmäßiger retinaler Fläche. 

  



3 Ergebnisse 82 

3.5.2 Zell- und Kollagenverteilung an der inneren Grenzmembran 

Zell- und Kollagenansammlungen fanden sich nur auf 53% der Membranen (10/19) und befanden 

sich ausschließlich auf der vitrealen Seite. Dagegen traten retinaler Debris, kleinste Zellreste auf 

der retinalen Seite der ILM in 47% (9/19 Augen) der Fälle auf (siehe Abbildung 25). Retinaler 

Debris zeigte sich heterogen in der Kontur, Größe und internen Organisation (vgl. Abbildung 25, 

Bild A und B). Das Auftreten ist ebenfalls variabel: Debris auf der retinalen Seite kam in 55% der 

Fälle selten ((+), 5/9 Augen) und in 44% der Fälle (+, 4/9 Augen) mit mittlerer Häufigkeit vor. Ein 

starkes Vorhandensein wurde nicht beschrieben. Die Zellen waren in 70% der Präparate (7/10 

Präparaten mit anwesenden Zellen) in mehrschichtiger Architektur (= multi-layer), zusammen mit 

Kollagen und Debris organsiert. Der Unterschied zur einschichtigen Organisation von Zellen (= 

single-layer) ist in Abbildung 25, Bild C und D beispielgebend zu sehen.  

 

Zellpopulation / 
Kollagen 

- (+) + ++ 
Anteil 
positiv 

Insgesamt 

Retinale Debris 10 5 4 0 9/19 (47%) + 

Fibrinöse 
Astrozyten 

16 0 3 1 4/19 (21%) (+) 

Myofibroblasten 13 0 5 1 6/19 (32%) (+) 

Fibroblasten 12 0 6 1 7/19 (37%) (+) 

Hyalozyten 13 1 3 2 6/19 (32%) (+) 

RPE-Zellen 19 0 0 0 0/19 - 

Makrophagen 19 0 0 0 0/19 - 

Kollagenstränge 15 0 4 0 4/19 (21%) (+) 

NVC 10 0 8 1 9/19 (47%) + 

NFC 16 0 0 0 0/19 - 

FLSC 16 0 0 0 0/19 - 

 
Tabelle 16: Zellen und Kollagene in der Elektronenmikroskopie. 
RPE-Zellen = Retinale Pigmentepithel-Zellen. NVC = Natives vitreales Kollagen. NFC = Neu for-

miertes Kollagen. FLSC = Fibröses Kollagen mit langem Bänderungsmuster. 

 

Die am häufigsten dokumentierte Zellpopulation waren die Fibroblasten, gefolgt von Hyalozyten, 

Myofibroblasten und fibrinöse Astrozyten. Andere Zellgruppen, wie retinale Pigmentzellen und 
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Makrophagen, wurden in dieser Patientenkohorte nicht nachgewiesen. Die Charakteristika der 

Zellpopulationen sind unter dem Kapitel 1.3.3  Fibrozelluläre Membranen in der Elektronenmik-

roskopie beschrieben, Beispiele der gefundenen Zellen werden in Abbildung 26 gezeigt.  

Die Zellpopulation der Fibroblasten wurde mit 37% am häufigsten aufgefunden (7/19 Augen) und 

ihr Vorhandensein mittelhäufig (+ in 6/7 und ++ in 1/7 positiven Präparaten).  

Der zweithäufigste Zelltyp waren die Hyalozyten mit 32% (6/19 Augen). Die Inzidenz dieser Glas-

körperzellen ist variabler: (+) in 1 von 6, + in 3 und ++ in 2 der positiven Präparate (entsprechend 

17%, 50% und 33%).  

Mit einer ähnlichen Häufung von 32% wurden Myofibroblasten (siehe Abbildung 26, Bild D) be-

obachtet (6/19 Augen), welche in großer Anzahl in einer und in mittlerer Anzahl bei 5 von 6, der 

positiven Proben vorkamen (entsprechend 17% ++ und 83% +).  

Die letzte, mittels TEM beschriebene Zellpopulation, sind die fibrinösen Astrozyten. Diese Zellen 

der Neuroglia (Beispiel: Abbildung 26, Bild E) wurden in 21% der Präparate gefunden (4/19 

Augen) und waren überwiegend oft vorhanden (+, 3/4 und ++ 1/4 positiven Präparaten). 

In den transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden nicht nur zelluläre Anteile, 

sondern auch azelluläre Komponenten nachgewiesen. Zu diesen gehören Kollagenstränge und 

natives Glaskörperkollagen (Abbildung 26, Bild A und B). Erstere wurden in 4 von 19 (21%) der 

Augen nachgewiesen, letztere kamen als mittelhäufig und häufig in 47% der Präparate (9/19) vor. 

NVC zeigte sich zum Teil zwischen der ILM und den Zellen auf der vitrealen Seite. Andere Kol-

lagenformen, z.B. das neu gebildete Kollagen, wurden nicht gefunden.  
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Abbildung 25: Debris auf der retinalen Seite der inneren Grenzmembran und mehrschich-
tige Zellansammlung auf der vitrealen Seite. 
Transmissionselektronenmikroskopie. Patient 7, linkes Auge, x20.000 Vergrößerung (A) und Pa-

tient 1, rechtes Auge, x12.000 Vergrößerung (B): Debris (Dreiecke) auf der retinalen Seite der 

inneren Grenzmembran (ILM, Stern). Patient 7, linkes Auge, x4.400 Vergrößerung: Einschichtige 

Anordnung von Zellen mit Kollagen (Punkt) auf vitrealer Seite der ILM (Stern) (C). Patient 8, linkes 

Auge, x7.000 Vergrößerung: Mehrschichtige Anordnung von Zellen auf vitrealer Seite der ILM 

(D).  
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Abbildung 26: Zellpopulationen und Kollagene. 
Transmissionselektronenmikroskopie. Patient 24, linkes Auge, 20.000x Vergrößerung: Glaskör-

perkollagen (Dreieck) auf vitrealer Seite der inneren Grenzmembran (ILM, Stern) (A). Patient 3, 

rechtes Auge, 12.000x Vergrößerung: Glaskörperkollagenstrang (Kreis) zwischen Zellen (Drei-

eck) (B). Patient 7, linkes Auge, 12.000x Vergrößerung: ILM (Stern) mit Zellen in mehrschichtiger 

Anordnung (C). Patient 3, rechtes Auge, 7.000x Vergrößerung: Myofibroblast (Dreieck) und wei-

tere Zellen mit Kollagen (D). Patient 1, rechts Auge, 4.400x Vergrößerung: Fibrinöser Astrozyt 

(Dreieck) und ILM (Stern) (E). Patient 8, linkes Auge, 3.000x Vergrößerung: (F) Zellen und Zell-

debris in mehrschichtiger Anordnung auf der vitrealen Seite der ILM (Stern).  
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3.5.3 Besondere Merkmale 

In 3 der TEM-Präparate (16%) wurden wellenförmige Strukturen an der retinalen Seite der ILM 

festgestellt. Hiervon zeigten zwei eine Schichtung, welche an eine Gefäßwand erinnert (siehe 

Abbildung 27, Bilder A-D). Patient 4 wies eine trapezförmige Struktur in der Mitte dieser ILM 

Ausdünnung auf (siehe Abbildung 27, Bilder E-H), welche in der Zusammensetzung ähnlich dem 

Muster der ILM ist. Diese ist deutlich kleiner als die ILM-Ausdünnung und tritt einzeln auf (siehe 

Abbildung 27, Bild G und H), oder von Debris (siehe Abbildung 27, Bild E und F) umgeben. Im 

Präparat des Patienten 12 konnte eine ovale zelluläre Struktur dargestellt werden, die von Kol-

lagen der ILM umgeben war (Abbildung 27, Bild I).  
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Abbildung 27: EM-Präparate mit weiteren Zufallsbefunden. 
Transmissionselektronenmikroskopie. Patient 4, linkes Auge, (A) x7.000 und (B) x12.000 Vergrö-

ßerung: Wellenförmige Struktur der retinalen inneren Grenzschichtmembran (ILM). Patient 19, 

rechtes Auge, (C) x12.000 und (D) x20.000 Vergrößerung: Wellenförmige Struktur der retinalen 

ILM. Patient 4, linkes Auge, (E) x4.400x und (F) x20.000 Vergrößerung: Trapezförmige Struktur 

in der Mitte einer ILM Ausdünnung mit Zelldebris. Patient 4, linkes Auge, (G) x7.000 und (H) 

x20.000 Vergrößerung: Trapezförmige Struktur in der Mitte ILM-Ausdünnung ohne Zelldebris. 

Patient 12, linkes Auge, (I) x12.000 Vergrößerung: Mögliche durchwandernde Zelle oder Zellde-

bris innerhalb der ILM. 
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4. Diskussion  

In dieser Studie wurde mittels Immunzytochemie eine positive Immunreaktivität der neurotrophen 

Faktoren Anti-GDNF und Anti-CNTF in Anwesenheit von prämakulären Zellen in chirurgisch exzi-

dierten ILM-Präparaten von großen idiopathischen FTMH nachgewiesen. Angesichts der hier prä-

sentierten Kolokalisationen dieser neurotrophen Faktoren mit den Gliazellmarkern Anti-GFAP 

und Anti-Vimentin wird die Hypothese aufgestellt, dass aktivierte prämakuläre Makrogliazellen 

neurotrophe Faktoren produzieren. 

Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie zeigt unsere Studie eine große Vielfalt in der 

Zusammensetzung von prämakulären Zellkomponenten, die als Makrogliazellen und Hyalozyten 

auf der vitrealen Seite der ILM identifiziert wurden. Entgegen früherer Annahmen demonstrieren 

unsere Ergebnisse eindeutig, dass neurotrophe Faktoren innerhalb der prämakulären Zellkom-

positionen lokalisiert werden können und nicht innerhalb des Kollagens der ILM. 
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4.1 Zusammensetzung prämakulärer Membranen 

4.1.1 Vorkommen und Lokalisation der neurotrophen Faktoren 

Die neuroprotektive Rolle der neurotrophen Wachstumsfaktoren GDNF und CNTF in verschiede-

nen Modellen von retinaler Neurodegeneration oder Schädigung ist bereits bekannt[73].  

Der CNTF wird von in Gliazellen, insbesondere Müllerzellen, exprimiert und fördert nachweislich 

das Überleben retinaler Ganglien- und Photorezeptorzellen[69]. Weitere neuroprotektive Effekte 

dieses Wachstumfaktors sind die Förderung der Regeneration von Axonen und Verknüpfung von 

Synapsen [69], [70]. CNTF führt zur Hochregulierung der GFAP-Expression in Müllerzellen und 

es wird angenommen, dass CNTF über die Aktivierung von Müllerzellen die Photorezeptoren 

schützt[73]. 

GDNF fördert nachweislich das Überleben von Photorezeptoren und retinalen Ganglienzellen in 

verschieden retinalen Modellen, wie z.B. Ischämie, Opticusdurchtrennung, Retinitis pigmentosa 

oder Glaukom[69], [74], [75]. Dieser Wachstumsfaktor wird in GFAP-positiven Müllerzellen expri-

miert[74]. Es liegen Hinweise vor, dass die neuroprotektive Wirkung von GDNF direkt und indirekt 

über die Aktivierung von Müllerzellen stattfindet[74], [76].  

Unsere Daten bestätigen die Befunde der neurotrophen Faktoren GDNF und CNTF in den prä-

makulären Membranen. Im Gegensatz zu Shoide et al. fanden wir diese Faktoren jedoch nicht in 

der ILM selbst[51]. Da Müllerzellen als Hauptzellbestandteile der prämakulären Membranen iden-

tifiziert wurden, wird vermutet, dass neurotrophe Faktoren von aktivierten Müllerzellen exprimiert 

werden, die an den Heilungsprozessen des Netzhautgewebes als Reaktion auf pathologische 

Veränderungen beteiligt sind. 
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4.1.2 Neuriten in prämakulären Membranen 

Zusätzlich weisen unsere Ergebnisse mit der Expression der spezifischen Proteine Anti-Neuro-

filament, Anti-Calretinin und Anti-Melanopsin, die als Marker für retinale Ganglienzellen bekannt 

sind[61], auf das Vorhandensein von Neuritenfortsätzen in den ILM Präparaten von Patienten mit 

großen Makulaforamina hin. In der Retina führen verschiedene Netzhauterkrankungen nicht nur 

zu Gliazellproliferation und -migration, sondern auch zu neuronalen Veränderungen einschließ-

lich des Einsprossens von Neuritenfortsätzen[61], [77]. Obwohl das Neuritenwachstum nicht voll-

ständig geklärt ist[54], [77], wird aktuell davon ausgegangen, dass die Expression neurotropher 

Faktoren in Müllerzellen mit dem Wachstum von Neuritenfortsätzen verbunden sein könnte[61]. 

Unsere Ergebnisse unterstreichen das Potenzial für neuronales Remodeling der menschlichen 

Retina. 
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4.1.3 Zelluläre Komponenten prämakulärer Membranen 

Zellen auf der vitrealen Seite der ILM wurden auf allen Präparaten gefunden. Diese waren aber 

mit heterogenen Merkmalen aufgetreten und unterschieden sich insbesondere in Zellanzahl so-

wie Zelldichte. Diese Schwankungen wurde bereits in anderen Studien beschrieben, in denen 

auch eine unterschiedliche Komposition der Zellen auswiesen wurde[18], [58]. In den hier unter-

suchten ILM-Präparaten waren die Zellen in Zellclustern organisiert oder homogen verteilt. Auch 

die vorbeschriebene Zellverteilung auf der ILM wurde in obengenannten Studien beobachtet[18], 

[58]. Die Verteilung der prämakulären Zellen ist meist inhomogen, so dass auch die quantitative 

Zusammensetzung der Zellen auf der ILM stark variieren kann[58]. 

Bisher ist die klinische Bedeutung der Zelldichte für die funktionelle Rehabilitation unbekannt. Die 

Anzahl der Zellen und die Zellverteilung können nur in vitro mittels DAPI-Färbung und Phasen-

kontrast- bzw. Interferenzmikroskopie vermessen werden, während eine exakte in vivo Messung 

aktuell weder klinisch noch mittels bildgebender Verfahren möglich ist. Mit Hilfe des Stereomik-

roskops konnten große Zellcluster unter Durchlichtbeleuchtung als weißliche Pigmentierungsare-

ale, der ansonsten durchsichtigen ILM, erkannt werden.  
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4.1.4 Müllerzellen und Neuriten in prämakulären Proliferationen 

Mittels IF wurden typische Marker für Glia-, Ganglien und Müllerzellen gefunden. Diese Beobach-

tung unterstützt die Hypothese der Anwesenheit der o.g. Zellpopulationen auf der ILM. CRALBP 

ist ein typischer Marker für Müllerzellen[18]. VIM und GFAP deuten auf Gliazellen hin, während 

Calretinin, Melanopsin und NF auf verschiedenen Ganglienzellen-Subpopulationen hinweisen 

[58], [61]. Die in dieser Studie untersuchten Epitope wurden zum Teil schon bei IMF beschrieben 

und zum Teil bei anderen Pathologien des VI. Ebenso wurden in der Literatur bereits positive 

Zellen für Anti-GFAP, Anti-CRALBP, Anti-VIM und Anti-NF-Antikörper auf der ILM von idiopathi-

schen MF nachgewiesen[18], [58]. Lesnik Oberstein et al. wiesen erstmalig Calretinin und Mela-

nopsin in idiopathischen ERM nach [61].  

Mit dieser Studie wurde anhand von IF das Vorkommen von Melanopsin und Calretinin exprimie-

renden Zellpopulationen auch auf der ILM von großen primären Makulaforamina nachgewiesen.  

Es ist noch nicht vollständig geklärt, wie Zellen auf die ILM migrieren[54]. Zurzeit bestehen drei 

Hypothesen[54]: 

• Migration von Gliazellen durch kleine Defekte der ILM, welche von der hinteren Glaskörperab-

hebung verursacht werden. 

• Die Transdifferenzierung und Proliferation von Hyalozyten auf der ILM nach pathologischer 

hinteren Glaskörperabhebung. 

• Transdifferenzierung und Migration von retinalen Pigmentepithelzellen durch Retina und ILM. 

Die Migration von neuronalen Zellfortsätzen durch die ILM mit nachfolgender Bildung prämaku-

lärer Membranen wird vor dem Hintergrund antero-posteriorer und/oder tangentialer Zugwirkung 

infolge einer retinalen Schädigung angenommen[54], [76]. Die antero-posteriore Traktion und die 

tangentialen Kräfte, welche zum IMF führen, demonstrieren eine Verletzung der Netzhautschich-

ten und könnten zur Migration von Glialenzellen führen. Nach dieser Hypothese könnten Glia- 

und Müllerzellen als Gerüst für die Durchwanderung von weiteren neuronalen Zellen dienen. Dar-

über hinaus fördern die aktivierten Müllerzellen das Wachstum von Gliazellen[61], [78]. Das Vor-

kommen von Zellen, die positiv für Epitope von Glia-, Ganglien- und neuronalen Zellen getestet 

wurden, bestärkt die Hypothese, dass verschiedene Zellopopulationen an der Entstehung von 

prämakulären Membranen bei Makulaforamina beteiligt sind[54]. 
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Die Koexpression der Marker von Glia-, Ganglien- und weiteren neuronalen Zellen unterstützt 

verschiedene Hypothesen: 1) die Reprogrammierung von Zellen mit konsequenter Transdifferen-

zierung [20], [54], [76] und/oder 2) die Phagozytose von Zellen bzw. Zellresten [18].  

Die Koexpression von GFAP und VIM ist ein Anhaltspunkt für die Anwesenheit aktivierter Müller-

zellen[18], [59], [73]. In der Vergangenheit wurde GFAP für einen spezifischen Gliazell-Marker 

gehalten[18]. Neueste Erkenntnisse identifizierten GFAP-positive Zellen auch mit anderen Zellen, 

wie z.B. Hyalozyten. Diese Epitope sind typisch, aber nicht spezifisch für eine bestimmte Zellpo-

pulation[18]. Schumann et al. [18] stellten zwei Hypothesen für die Ursache einer Koexpression 

von GFAP und Hyalozyten-Marker wie CD49 und CD68 auf: (1) die Transdifferenzierung von 

Zellen und (2) die Phagozytose von Fragmenten GFAP-exprimierenden Müllerzellen durch Hya-

lozyten. Daher ist es unklar, ob die in dieser Studie gefundenen Zellen native Müllerzellen oder 

andere Zellen sind[18], [54], [76]. 

GDNF war sowohl mit den Ganglienzellmarkern Calretinin und Melanopsin als auch mit dem Gli-

azellmarker GFAP positiv auf mehreren Präparten zu finden. Dagegen kam CNTF nur mit Vimen-

tin kolokalisiert vor. Diese Ergebnisse sprechen für eine Interaktion zwischen diesen Zellen und 

Wachstumsfaktoren[76]. Eine zusätzliche eigenständige Produktion von Wachstumsfaktoren 

durch verschiedene Zellpopulationen auf der ILM ist denkbar. 
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4.1.5 Retinaler Debris an der inneren Grenzmembran 

Mittels Rasterelektronenmikroskopie ist eine eindeutige topografische Zuordnung zellulärer und 

nicht-zellulärer Komponenten im ILM-Präparat möglich. Zellen wurden nur auf der vitrealen Seite 

der ILM gefunden. Dieses Ergebnis stimmt mit der Literatur überein[18], [57]. In jedem Präparat 

der in dieser Studie untersuchten Proben befand sich Zelldebris an der retinalen Seite der ILM, 

d.h., feine Zellreste kleiner Größe anliegend an die Undulationen der ILM.  

Auf Basis der Daten der elektronenmikroskopischen Untersuchungen ist der Debris auf der re-

tinalen Seite der ILM das einzige von der Retina abgetragene Material. Wegen ihrer unspezifi-

schen Morphologie bleibt ihre Herkunft, trotz ultrastruktureller Untersuchungen, umstritten: Es 

könnte sich um retinale Strukturen wie Axone der retinalen Ganglienzellen oder um die Zellforts-

ätze der Müllerzellen handeln[79], [80].  

Eine mögliche klinische Korrelation zum retinalen Debris kann indirekt von der Dissociated Optic 

Nerve Fiber Layer (DONFL)-Appearance (Erscheinung der Dissoziierten Fasern der retinalen 

Nervenfasernschicht) abgeleitet werden. Die DONFL-Erscheinung beschreibt die streifenförmige 

Erscheinung der Retinaoberfläche – besonders im rotfreien Licht – nach einer Makulaforamen-

operation. Die DONFL-Erscheinung wird auf die mechanische Abtragung oberflächlicher retinaler 

Strukturen zurückgeführt, da insbesondere die Müllerzellen der Aufrechthaltung der retinalen Ar-

chitektur dienen, aber auch die Verteilung von Axonen der inneren retinalen Nervenfaserschicht 

regulieren[79], [81]. 
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4.1.6 Nicht-zelluläre Komponenten prämakulärer Membranen 

Die Resultate der Elektronenmikroskopie entsprechen den Ergebnissen früherer Studien[55], 

[57]. Die gefundenen Zellen und Kollagene auf beiden Seiten der ILM unterschieden sich nicht 

von den bereits beschriebenen zellulären und nichtzellulären Komponenten. Auf der vitrealen 

Seite der ILM befanden sich verschiedene Kollagentypen, NFC und NVC, welche isoliert oder mit 

bzw. ohne Bezug zu prämakulären Zellen gefunden wurden. Die Anwesenheit dieser Kollagen-

fibrillen und ihr Vorkommen zwischen Zellen und innerer Grenzmembran wurde schon in früheren 

Studien bei Makulaforamina beschrieben[18], [55], [57]. Wir konnten diese Charakteristik auch in 

idiopatischen durchgreifenden Makulaforamina von mehr als 400 Mikrometer finden.  

Das Fehlen von neu gebildetem Kollagen spricht für eine mögliche Unfähigkeit der ILM-Zellen, 

Kollagen selbst zu sezernieren. Dies deutet auf eine Verschiebung von Kollagen vitrealen Ur-

sprungs durch Kollagenstränge hin. Ebenso besteht die Möglichkeit, dass die nachgewiesenen 

Kollagenfibrillen auf der ILM Reste von epiretinalen Membranen sein könnten, welche trotz ERM-

Entfernung auf der ILM verblieben sind[78].  

Wie in der Studie von Shiode et al. demonstriert, regen manche Komponenten der ILM, wie La-

minin, Fibrontectin und Kollagen Typ IV, die Proliferation und Migration von Müllerzellen an, wel-

che wiederum Wachstumsfaktoren produzieren[51]. Die Anwesenheit von Kollagen unterschied-

licher Herkunft wird daher als klinisch bedeutend angenommen, da sie in einem Zusammenhang 

mit der Pathogenese und mit den qualitativen Charakteristika des ILM-Präparates steht[51].  
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4.2 Bedeutung der Ergebnisse für das operative Vorgehen  

4.2.1 Chirurgische Alternativen bei großen Makulaforamina 

Die chirurgische Behandlung von großen FTMH mit einem Durchmesser von mehr als 400 μm ist 

nach wie vor unbefriedigend, da die Verschlussraten nicht so hoch sind wie bei kleinen oder 

mittleren FTMH. Daher wurden andere Behandlungsoptionen untersucht, darunter die inverted 

ILM Flap Technik oder eine autologe ILM-Transplantation.  

Bei diesen Techniken wird davon ausgegangen, dass die ILM ein Gerüst und möglicherweise 

einen biologischen Stimulus für das Zellwachstum und die neuronale Regeneration bietet, indem 

die Müllerzellaktivierung gefördert wird[38], [51]. Angesichts der Befunde zahlreicher GFAP-po-

sitiver Gliazellen in Bezug auf das ILM-Gewebe mehren sich die Hinweise darauf, dass die ILM-

Flap-Technik die Müllerzellaktivierung und Transdifferenzierung unterstützten könnte und 

dadurch wichtige Mechanismen für eine hocheffiziente Proliferation und Netzhautregeneration 

induzieren könnte[76], [82]. 

Kürzlich schlugen Zhang und Kollegen vor, dass die ILM-Insertion in Kombination mit der Injektion 

von Nervenwachstumsfaktor (Neuronal Growth Factor, NGF), einem neuroprotektiven Faktor, der 

von Müllerzellen produziert wird, beim Schließen großer FTMH helfen könnte[83]. Sie fanden 

heraus, dass NGF, der von der National Medical Products Administration in China zur Behand-

lung von Sehnervenverletzungen zugelassen ist, die Proliferation von Müllerzellen anregt und ein 

neuroprotektives Mittel bei der Behandlung des Makulaforamens darstellen könnte[84]. 
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4.2.2 Anatomische und funktionelle Rehabilitation bei Makulaforamina 

Bekannt ist bereits, dass der Durchmesser des MF[52], präoperative bestkorrigierte Seh-

schärfe[85] und Alter[86] mit dem postoperativen bestkorrigierten Visus korrelieren. Dagegen 

scheint das funktionelle Ergebnis nicht von der verwendeten Technik (inverted ILM flap technique 

vs. temporal inverted ILM flap technique) oder von der Anwesenheit von hyperreflektiven ILM- 

Resten auf der Fovea abzuhängen[52]. Nicht einmal die Größe des Flaps scheint einen Einfluss 

auf den postoperativen Visus zu haben[44]. Hayashi H. und Kuryama S. untersuchten in einer 

prospektiven Beobachtungsstudie die Entwicklung der Wiederherstellung der Foveaarchitektur 

mittels OCT[87]. Es wurde gezeigt, dass sowohl die ELM, als auch das äußere und innere Seg-

ment der Fotorezeptoren nicht bei allen Patienten wiederhergestellt wurden[87]. Es gab einen 

signifikanten Visusanstieg trotz unterschiedlicher Morphologie und der verschieden Verschluss-

architekturen des Makulaforamens in der OCT-Untersuchung[39], [52], beispielsweise bei U-Typ, 

V-Typ und irregulärem-Typ. Allerdings zeigten sich die besten funktionellen Ergebnisse beim 

postoperativen Auftreten einer Fovea mit U-Typ Konfiguration[87]. Eine Abhängigkeit des anato-

mischen Verschluss-Typs von der operativen Technik ist aber noch nicht abschließend geklärt.  

Unsere Daten führen zur Fragestellung, ob neurotrophe Faktoren eine Rolle bei der Entwicklung 

der Sehfunktion bei Patienten mit großen FTMH spielen. In diesem Zusammenhang könnten die 

Menge und die Art der prämakulären Zellansammlung auf der ILM für die anatomische und funk-

tionelle Rehabilitation des Netzhautgewebes nach Makulaforamenoperationen von Bedeutung 

sein. Dies würde ebenfalls erklären, warum nicht alle Patienten von dieser Technik gleich profi-

tieren, denn Menge und Art des Zellbesatzes und damit auch der neurotrophen Faktoren schei-

nen stark zu variieren. Darüber hinaus konnten unsere Ergebnisse belegen, dass sich gefundene 

Zellen ausschließlich auf der vitrealen Seite zeigten mit einer heterogenen Verteilung und Dichte. 

Dies legt nahe, dass die Positionierung eines ILM-Flaps im Makuladefekt während der Operation 

ebenfalls einen Einfluss haben könnte.  
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4.2.3 Die Rolle der Müllerzellen bei der Rehabilitation 

Die Anwesenheit von Müllerzellen wurde mittels immunzytochemischer Färbemethoden nachge-

wiesen. Müllerzellen spielen eine wichtige Rolle in der Aufrechthaltung der retinalen Homostase 

und Struktur[76]. Ihre Somata befinden sich in der inneren Körnerzellschicht und Ihre Fortsätze 

erreichen jede retinale Schicht[76]. Ihre Aufgaben sind unter anderem die Freisetzung von 

Wachstumsfaktoren zur Unterstützung der retinalen Zellen, Wiederverwertung von Neurotrans-

mittern und Regulation der Ionenbilanz der extrazellulären Matrix[76]. Außerdem können Müller-

zellen Lichtstrahlen zu den Photorezeptoren richten[76].  

Morphologie und Funktion dieser Zellen verändern sich nach verschiedenen verletzenden Stimuli, 

wie z.B. mechanische oder Licht-Beschädigung, und führen zur Proliferation[76]. Beschädigte 

Immun- und Mikrogliazellen können auch die Aktivierung von Müllerzellen stimulieren. Dieser 

Prozess wird als reaktive Gliose bezeichnet[76]. Im Zebrafischmodell führt eine Reprogrammie-

rung nach retinaler Schädigung dieser Zellen zur Entwicklung von Vorläuferzellen, welche eine 

Rolle in der Netzhautregeneration spielen[76]. Tatsächlich können diese reprogrammierten Mül-

lerzellen verschiedene retinale Zellen regenerieren[76]. Die Programmierung des Genoms zur 

Umwandlung in pluripotente Vorläuferzellen wird auch von verschiedenen Signalmolekülen, wie 

zum Beispiel CNTF, gefördert[76]. Mapk/Erk, Gsk3β/β-Catenin und Jak/Stat sind mögliche Sig-

nalwege, welche zur Reprogrammierung des Genoms führen[76]. Die Schädigung-induzierte 

Proliferation von Müllerzellen findet über die erhöhte Expression des ascl1a-Gens statt[76]. Die 

Aktivierung von Müllerzellen kann zur Migration durch die ILM und zur Myofibroblasten-Transdif-

ferenzierung führen[54]. 

Anhand der o.g. Rolle in der Regeneration bzw. Protektion retinaler Strukturen kann über einen 

möglichen Einfluss der Anwesenheit von Müllerzellen auf den Flap in der architektonischen sowie 

funktionellen Rehabilitation der Makula nach ILMFT spekuliert werden.   
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4.2.4 Potential für die ILM Flap Technik 

Aktuell ist noch unklar, ob die neue operative Methode der ILM-Flap-Technik dem ILM-Peeling 

bei MF überlegen ist. In den letzten Jahren beschäftigten sich verschiedene Gruppen mit dieser 

Frage. Außer der Erstbeschreibung[38] existieren verschiedene Studien, die eine signifikant bes-

sere Wirksamkeit der ILMFT bei MF größer 400 µm zeigen, sowohl in der Erfolgsrate des Maku-

laverschlusses als auch im postoperativen Visus[85],[88]. Dagegen zeigten andere prospek-

tive[89] und retrospektive Studien[86],[90] einen nicht signifikanten Vorteil der ILMFT gegenüber 

PPV mit ILM-Peeling in anatomischen und funktionellen Ergebnissen. Aufgrund der heterogenen 

Studienlage ohne große kontrollierte randomisierte Studien ist es daher immer noch ungewiss, 

ob die inverted ILM Flap Technik bei idiopathischen Makulaforamina die bessere Behandlungs-

methode im Vergleich zum ILM-Peeling ist.  

Zwei vor Kurzem publizierte Metaanalysen zeigten die Überlegenheit der ILMFT über das kon-

ventionelles ILM-Peeling bei MF. Beide Studien schlossen nur klinisch randomisierte Studien ein 

und beschrieben eine höhere Verschlussrate des Foramens nach ILMFT. Bei G. Chen et al. zeig-

ten sich postoperative Sehschärfe sowie Anstieg des Visus besser nach PPV mit ILM-Flap[88], 

während bei JG. Yu et al. sich die Sehschärfe in sechsten postoperativen Monat nicht mehr als 

signifikant unterschiedlich erwies[91]. Auffällig ist der Einschluss von Studien, welche Visus und 

anatomischen Erfolg nur für eine Beobachtungszeit von 3 Monaten betrachten. Daher lassen 

sich, auch wenn beide Metaanalysen auf eine Überlegenheit der ILMFT gegenüber dem ILM-

Peeling hinweisen, keine endgültigen Aussagen über die langfristig beste operative Behandlungs-

möglichkeit treffen. 

Bis heute sind die Mechanismen hinter dem Verschluss des MF und dem Visusanstieg nach Ver-

wendung der ILMFT nicht vollständig geklärt. Man nimmt an, dass der Wirkmechanismus der 

ILMFT nur von dem begleitenden Peeling abhängt, allerdings finden sich Argumente gegen diese 

These in zwei Beobachtungen: 1) Die Flap-closure Erscheinung: Gelegentlich bleiben die Ränder 

vom MF nach ILMFT anatomisch nicht verschlossen und das Foramen wird nur von der ILM 

bedeckt (siehe Abbildung 7). OCT-Untersuchungen zeigten, dass bei all diesen Patienten ein 

kompletter anatomischer Verschluss des Defektes nach dem dritten Monat erreicht wurde[52]. 2) 

Sowohl die klassische ILMFT (mit kompletter Entfernung der ILM) als auch die Temporal ILM 
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Flap Technique (mit nur partiellem Peeling der ILM um den MF herum) zeigten ähnliche funktio-

nelle und anatomische Ergebnisse[44]. 

Daher gibt es folgende Hypothesen der Wirksamkeit der ILMFT:  

• Mit dem Peeling sollen Müllerzellfragmente von der innersten Netzhautschicht mit dem ILM-

Flap ins Makulaloch gebracht werden. Diese sind die Akteure des anatomischen Lochver-

schlusses, sowie der Zunahme des Visus, nachdem sie mit diesem ins Foramen übertragen 

wurden. Dadurch wird eine Gliazellen-Proliferation induziert, die eine Umgebung für die Pho-

torezeptoren schafft, um sich neu in der Nähe der Fovea positionieren zu können[38].  

• Auch eine mögliche Gerüstrolle der ILM für die Gliazell-Migration und Proliferation im MF wird 

angenommen[38], [92]. 

• Der ILM-Flap dient als mechanische Barriere und verhindert den Eintritt von vitrealer Flüssig-

keit in die Makula[44]. Dies verhindert die Hydratation mit konsequenter Eversion der MF-

Ränder, die durch den Kontakt zur Glaskörperflüssigkeit stattfindet[17].  

• Die Manipulation und Entfernung der ILM fördert eine Migration von makrophagenähnlichen 

Zellen (Makrophag-like cells) in die Retina. Diese aktivieren die Müllerzellen, die wiederum 

eine Gliazellproliferation für den Verschluss des MF auslösen[38], [85], [92]. 

Eine kürzlich publizierte in vitro Studie zeigt Hinweise darauf, dass die ILM eine stimulierende 

Rolle spielt bei der Migration von Müllerzellen mit nachweisbarem GFAP[51]. Dabei wurden iat-

rogene Makulaforamina in Affenaugen induziert und anschließend mit der ILMFT behandelt. Es 

wurde gezeigt, dass die ILM nicht nur die Einwanderung, sondern auch die Proliferation von Zel-

len im MF fördert, in der drei ihrer Hauptbestandteile wichtige Effekte auf kultivierten Müllerzellen 

zeigten: Kollagen Typ IV, Fibronectin und Laminin führten zu einer erhöhten Proliferation der Zel-

len, während Kollagen Typ IV und Fibronectin ihre Migration stimulierten. In derselben Studie 

wurde auch die Anwesenheit von neurotrophen Wachstumsfaktoren (GDNF, CNTF und Gehirn 

abgeleiteter neurotropher Faktor [BDNF]), und des basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktors 

(bFGF) auf der ILM demonstriert. Diese Faktoren wurden auch von den migrierenden Müllerzellen 

exprimiert[51]. Eine schematische Darstellung dieser Hypothese ist in der Abbildung 6 darge-

stellt.  

Postoperativ ist das Wiedererkennen des ILM-Materials in der Fovea mittels OCT in den meisten 

Fällen möglich[38]. Im Zeitverlauf wird die Makulaarchitektur schrittweise wiederhergestellt. Die 
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Rehabilitation der fovealen Schichten beginnt auf Höhe der externen limitierenden Membran und 

setzt sich in der ellipsoiden Schicht fort[52].  
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4.2.5 ILM-Flap-Komponenten und das Remodelling der Makula 

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen in erster Linie die Abhängigkeit des Vorkommens neuro-

tropher Faktoren von Vorkommen, Lokalisation und Herkunft prämakulärer Zellen. Wenn keine 

Zellen auf der retinalen Fläche der ILM beobachtet wurden, war retinaler Debris die einzige re-

tinale Komponente, die bei einer ILM-Flap Methode potenziell in den Makuladefekt platziert 

wurde. Im Gegensatz dazu werden prämakuläre Zellen retinalen und extraretinalen Ursprungs 

zusammen mit der ILM in den Makuladefekt platziert. Dabei werden zum Beispiel Glia- und Gang-

lienzellmarker-positive Zellen, welche transdifferenzierte oder reprogrammierte Zellen sein kön-

nen, mit dem ILMF ins MF gebracht. Somit können potenziell diese Bestandteile des Flaps eine 

neuroprotektive bzw. regenerationsfördernde Rolle bei retinaler Schädigung spielen[76].  

Die in dieser Studie erhobenen Daten sprechen für eine Anwesenheit von Müllerzellen, da sich 

unter diesen auch VIM-, GFAP- und CRALBP-exprimierende Zellen befanden. Die Expression 

dieser Epitope ist ein Merkmal dieser Zellpopulation, und die Kolokalisationen von Vimentin und 

GFAP ein Hinweis auf aktivierte Müllerzellen[18]. Die Induktion einer Gliazellproliferation mit Vor-

kommen neuroprotektiver Faktoren wird ebenfalls von den Daten dieser Studie unterstützt, da 

zellulär exprimiertes GDNF und CNTF, in Kombination mit Müllerzellen, eine Protektion bzw. Re-

organisation des verletzten fovealen Gewebe fördern kann[51], [69], [76]  

Des Weiteren wirkt die ILM als Gerüst für die Migration von Gliazellen[38], [92]. Unsere ultrastruk-

turelle Aufnahme mittels EM zeigen die Anwesenheit einer integren ILM, welche - rein anatomisch 

betrachtet - als Schiene für Zellmigration sowie als Barriere zur Glaskörperflüssigkeit wirken 

könnte[17], [44].  

Die Daten dieser Untersuchung stimmen mit den Ergebnissen der Arbeit von Shinode et. al zum 

Teil überein[51]. Die japanische Arbeitsgruppe wies die Anwesenheit von GFAP-positiven Zellen 

entlang der ins MF übertragenen ILM in einem Primatenmodell nach. Diese Zellen wurden als 

Müllerzellen identifiziert, und aufgrund ihrer zusätzlichen Immunreaktivität für Ki67 konnte eine 

Proliferation dieser Zellpopulation im Foramen nachgewiesen werden. In einem Versuch mit einer 

immortalisierten Müllerzelllinie wurden die Effekte von drei Hauptkomponenten der ILM, Kollagen 

IV, Laminin und Fibronectin – also von der ILM selbst - nachgewiesen. Dies passierte zum einen 

durch Förderung der Zellmigration und zum anderen durch ihre Proliferation. Außerdem produ-

zierten die dadurch stimulierten Zellen verschiedene Wachstumsfaktoren: CNTF, GDNF, BDNF 
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und bFGF kamen auf den ILM Flaps in extrazellulärer Form vor. Zum Teil unterstützt diese Studie 

die Resultate von Shinode et al.[51] im menschlichen Modell, da GFAP-positive Zellen auf der 

ILM gefunden wurden und eine Produktion von neuronalen Wachstumsfaktoren durch diese Zel-

len bewiesen wurde. Allerdings wurde die Anwesenheit von extrazellulär vorkommenden Wachs-

tumsfaktoren in dieser Studie nicht bestätigt.  

Auch wenn das Primatenmodell der japanischen Arbeitsgruppe gute Erkenntnisse über den Wirk-

mechanismus dieses Eingriffs liefert[51], wäre die Durchführung des gleichen Experiments am 

Menschen hilfreich, aber Aufgrund der ethischen Unvertretbarkeit dieses Experiments bei Men-

schen, welches zur Enukleation des gerade therapierten Bulbus führen würde, nicht vertretbar.  

Die obengenannten neuronalen Wachstumsfaktoren sind nicht die einzigen mit Bedeutung in der 

Neuroprotektion retinaler Zellen. Ein weiterer GF mit ähnlicher Wirkung ist der Nervenwachs-

tumsfaktor. NGF hat eine antiapoptotische und Gliose-limitierende Wirkung und fördert die GF-

Produktion seitens der Müllerzellen[83]. Die Proliferation von Müllerzellen nach Gabe von NGF 

wurde bereits von Zhang et al. in vitro nachgewiesen[84]. Dieselbe chinesische Arbeitsgruppe 

untersuchte auch die Wirksamkeit der ILM-Einführung mit NGF-Gabe ins IMF und zeigte eine 

anatomische sowie funktionelle Verbesserung der Ergebnisse[83]. Das Vorhandensein von NGF 

wurde in dieser Studie nicht geprüft, aber seine Expression in Myofibroblasten von idiopathischen 

ERM ist bekannt, und das Vorkommen von NGF auf der ILM bei MF ist demnach denkbar[93].  

Bis dato wurden keine klinischen Studien mit Erprobung weiterer neuronaler Wachstumsfaktoren 

für die Therapie von durchgreifenden Makulaforamina bei Menschen publiziert. Trotzdem zeigte 

sich die therapeutische intravitreale Gabe von CNTF in der Behandlung der makulären Telean-

giektasie Typ 2 erfolgreich[94]. In dieser Studie wurde ein Implantat mit genetisch modifizierten 

humanen CNTF-produzierenden retinalen Pigmentepithelzellen in der Pars plana von Patienten 

mit dieser neurodegenerativen Erkrankung eingesetzt. Diese Therapie bewirkte eine Verlangsa-

mung der Pathologie. 
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4.2.6 Poren der ILM 

Als Zufallsbefund wurden in dieser Studie homogene und lokal umschriebene Ausdünnungen der 

ILM festgestellt, welche als Poren bezeichnet werden. Diese Ausdünnungen der inneren Grenz-

schichtmembran machen sich in der Immunfluoreszenz mittels flat-mount Technik bemerkbar. 

Die Poren korrelieren mit Vertiefungen in der Phasenkontrast- sowie Interferenzmikroskopie. Ein 

weiteres morphologisches Korrelat zu dieser Erscheinung sind die Ausdünnungen der retinalen 

Seite in der Elektronenmikroskopie sowie in der Lichtmikroskopie. Die Funktion bzw. Ursache 

dieser anatomischen Veränderungen der ILM ist nicht bekannt.  

Gandorfer et al. haben Poren der ILM erstmals beschrieben[19]. Die von ihnen gezeigten Poren 

erschienen als durchgreifende und rundliche Läsionen der ILM. Als weiteres Merkmal beschrie-

ben Gandorfer et al.[19] die Ansammlung von Zellen um einzelne Poren herum. Dabei wurde die 

Hypothese formuliert, dass Poren eine Zelldurchwanderung von der Retina auf die vitreale Seite 

der ILM ermöglichen. In der Studie von Gandorfer et al.[19] wurde eine höhere Anzahl von ILM-

Präparaten mittels flat-mount Technik untersucht, wobei Poren nur in 3 von 112 Proben gefunden 

wurden. Dass diese Ausdünnungen in der hier vorliegenden Studie deutlich häufiger nachgewie-

sen wurden, könnte auf die Wahl der Antikörperfärbung zurückzuführen sein oder auf den Ver-

schluss von Poren durch Zellmigration.  

Die Ausdünnungen der ILM, die in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen dieser vor-

liegenden Studie dargestellt werden konnten, sind nicht eineindeutig mit den Poren der Immun-

fluoreszenzfärbung zu assoziieren. Diese von retinal kommenden Ausdünnungen im Ultradünn-

schnitt könnten auch mit der Lokalisation von retinalen Blutgefäßen an der Netzhautoberfläche 

korrelieren. Über Blutgefäßen ist die ILM dünner[3]. In diesem Fall würden die lokalisierten ILM- 

Ausdünnungen die Areale repräsentieren, an denen retinale Gefäße Kontakt zur ILM haben[3].  

Das morphologische Korrelat dazu stellen die wellenförmigen Strukturen auf der retinalen Seite 

der ILM dar, die als Einzel- und Zusatzbefund elektronenmikroskopisch nachgewiesen wurden. 

Ihre schichtförmige Organisation erinnert an ein Blutgefäß oder eine Zellwand, deren Inhalt ge-

öffnet wurde. Die Anwesenheit von retinalen Gefäßen im Bereich von ausgedünnten ILM-Arealen 

wurde bereits früher beschrieben[3]. Diese Beobachtung spricht für eine Schädigung der inners-

ten Netzhautschicht beim ILM-Peeling und für die Abtragung von weiteren retinalen Komponen-

ten jenseits von Müllerzellfragementen. Gefäßreste an der retinalen Seite der ILM sind selten in 
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ILM-Präparaten zu finden. Durch sie können auch die kleinen Blutungen bei der ILM-Entfernung 

erklärt werden[79].  
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4.3 Limitationen 

Diese Studie weist einige Einschränkungen auf, die hauptsächlich auf der kleinen Fallzahl des 

Patientenkollektivs beruhen. Außerdem gab es in unserer Studie keine statistische Signifikanz 

zwischen Zelldichte und Makulaforamen-Durchmesser. Aus früheren Studien ist bekannt, dass 

die Zelldichte mit der Größe des Makulaforamens korreliert[20]. Eine Erklärung dafür könnte sein, 

dass wir nur große FTMH mit einem Durchmesser von mehr als 400 μm einbezogen haben. In 

dieser Untergruppe von FTMH mit einem Durchmesser von über 400 μm korreliert die Zelldichte 

möglicherweise nicht kontinuierlich mit dem Durchmesser des Makulaforamens.  

Andere Gründe für die großen Unterschiede in der Zelldichte zwischen den Proben könnten auch 

der Gewebeverlust bei der Entnahme aus dem Augeninneren während der Operation oder bei 

der Aufbereitung im Labor, die Analyse der nicht vollständig entfernten ILM, das Alter der Patien-

ten oder die Dauer des Bestehens des FTMH sein.  

Eine weitere Limitation dieser Arbeit ist an die semiquantitative Auswertung geknüpft. Die vorlie-

genden Untersuchungen haben deskriptiven Charakter. Eine Quantifizierung der Ergebnisse der 

Intensität der Immunfluoreszenz wäre jedoch aufgrund der variableren Zellendichte und aufgrund 

des mehrschichtigen Aufbaus der Zellkompositionen nicht verlässlich und vergleichbar. Der Ein-

satz eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops würde diese Problematik bei der Miniatur der un-

tersuchten ILM-Präparate verbessern[95]. Generell ermöglicht die konfokale Mikroskopie eine 

präzisere Darstellung von Zellen in verschiedenen Betrachtungsebenen[95]. Dadurch ist eine 

exaktere Analyse der Zellen, welche in verschiedenen Schichten organisiert sind, wie z.B. bei 

Zellclustern oder gefalteten Arealen der ILM, möglich.  

Die Abwesenheit von Positivkontrollen für die IF hingegen ist nicht als Mangel zu sehen. Aus 

mehreren Studien ist das Vorkommen dieser Epitope in prämakulären Zellproliferationen der ILM 

bei IMF oder idiopathischer epiretinaler Gliose bekannt[18], [51], [61]. Diese vorherigen Arbeiten 

hatten ein ähnliches bzw. gleiches Protokoll für die Durchführung der IF. Aus diesem Grund 

konnte auf die Positivkontrollen in dieser Arbeit verzichtet werden.   

Eine weitere methodische Limitation dieser Arbeit bezieht sich auf die intraoperativen Angaben 

zur Reihenfolge des ILM-Peelings sowie auf die topographische Lage der gewonnenen ILM-Frag-

mente im Bezug zur Fovea. Ein solches Mapping ist jedoch schwierig durchführbar und wurde 
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daher nicht praktiziert. Da die Ergebnisse eine ungleichmäßige Verteilung der Zellen auf der ILM 

aufweisen, kann somit eine weitere Zelldichte auf der nicht untersuchten perifovealen ILM nicht 

ausgeschlossen werden.  

Zuletzt ist zu nennen, dass der strukturelle Erhalt der Präparate für die Qualität der EM-untersu-

chungen aufgrund vorangegangener Präparation für die Immunzytochemie eingeschränkt ist. Die 

Vorbereitung der Immunfluoreszenz und die daran anschließende Elektronenmikroskopie schöp-

fen die optimalen Präparationsschritte für ultrastrukturelle Untersuchungen nicht aus. 
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4.4 Schlussfolgerung 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass ILM-Proben von großen idiopathischen FTMH aus ei-

ner variablen Zusammensetzung von prämakulären Zellen und Glaskörperrindenkollagen auf der 

vitrealen Seite der ILM bestehen. Die prämakulären Zellen erwiesen sich als positiv für neurotro-

phe Faktoren und makrogliale Zellmarker. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass neurotrophe 

Faktoren, die von aktivierten Müllerzellen innerhalb der prämakulären Zellzusammensetzung pro-

duziert werden, potenziell zur Heilung eines Makulaforamens beitragen können. 
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4.5 Publikation der Dissertation 

Die Daten dieser Arbeit sind Teil der Publikation Premacular Cells as Source of Neurotrophic 

Factors in Idiopathic Macular Holes (siehe Publikationsliste).  
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Anhang A: Laborausstattung, Reagenzien und 

Rezepturen 

 

• Destilliertes Wasser (6724092.00.00, Aqua ad iniectabilia, Braun, Deutschland). 

• Alcon BSS Plus® (Alcon, Freiburg im Breisgau, Deutschland). Zum Transport vom 

Operationsaal ins Labor wurden die gerade entfernten Präparate in einer mit Alcon BSS 

Plus® gefüllten Tube hineingelegt. Alcon BSS Plus® ist eine Spülflüssigkeit, die der 

Zusammensetzung von Kammerwasser und Glaskörperflüssigkeit ähnelt. Sie besteht aus: 

160,9 mM Natrium, 5,8 mM Kalium, 1,05 mM Calcium, 130 mM Chlorid, 0,98 mM Magnesium, 

5 mM Glukose, 0,3 mM Glutathion, 3 mM Phosphat und 25 mM Bikarbonat. 

• 4% Paraformaldehyd-Lösung mit 0,1% Glutaraldehyd (PFA). PFA war das verwendete 

Fixierungsmittel für die Proben zur IF-Untersuchung. Es wurde wie folgt im hauseigenen 

Labor hergestellt: 2g Paraformaldehyd Pulver (104005, MERCK, Darmstadt, Deutschland) in 

20 ml 0,1 M Phosphate Buffered Saline (PBS, pH 7,4) wurden gemischt und unter Rühren 

auf 75°C erhitzt. Die Lösung wurde so lange gerührt, bis keine Paraformaldehyd-Aggregate 

mehr sichtbar waren. Nach diesem Schritt wurde die Flüssigkeit mit 0,1 M PBS auf 50 ml 

aufgefüllt und unter dem Abzug durch einen doppelten Faltenfilter (595 ½ S&S Folded Filters, 

ø150mm, 311645, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschalnd) filtriert. Anschließend wurde 

der Lösung 200 μl einer 25%-igen Glutaraldehyd-Lösung (49626, Fluka, Sigma-Aldrich 

Taufkirchen, Germany) zugegeben. Die nun fertige PFA-Lösung wurde bei 4°C gelagert und 

war 14 Tage lang haltbar. 

• 0,1 mol/L PBS-Puffer (P27, Apotheke der Universität München, München, Deutschland, pH 

7,4). 

• 5% Glutaraldehyd-Lösung (4% GA). GA wurde zur Fixierung der EM-Proben verwendet. 

Die Lösung wurde vom hausinternen Labor hergestellt und bestand aus 25% Glutaraldehyd 

(49630, Fluka) und 0,1 M PBS-Puffer (P27, Hausinterne Apotheke). 

• DAPI (AKS-38448, Dianova, Hamburg). Zur Darstellung der Zellkerne durch einen 460 nm 

Wellenlänge-Filter. 

• 10% Pepsin (P 7000, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 
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• Phosphate-buffered saline (PBT) – Puffer. Der PBT-Puffer wurde als Inkubationspuffer in 

der Immunfluoreszenz benutzt. Seine Herstellung erfolgte im hauseigenen Labor. Er besteht 

aus: 0,1 M PBS-Puffer (P27, Apotheke der Universität München, München, Deutschland, pH 

7,4), 6% BSA (A-9647, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), 0,1% Triton-X-100 (X100, Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA) und 0,1% Natriumazid (S-8032, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 

• Isotypkontrollen (1 : 50 Verdünnung in PBS): 

• IgG, Kaninchen, GTX35005, GeneTex, Eching, Deutschland. 

• IgG1, Maus, X 0931, DAKO, Hamburg, Deutschland. 

• Osmium-Fixans. Zur Nachfixierung und Kontrastierung. Herstellung im hauseigenen Labor: 

1 g kristallisierter Osmiumtetroxyd (R 1017, Wetzlar, Deutschland) und 50 ml 0,1 M PBS-

Puffer (P27, Apotheke der Universität München, München, Deutschland, pH 7,4). 

• Bleicitrat nach Reynolds. Zur Kontrastierung der Schnitte. Laborherstellung: 1,33 g Bleinitrat 

(15334, Fluka), 76 g Natriumcitrat (S-4641, Sigma-Aldrich) werden zusammen mit 30 ml Aqua 

dest. im Schliffkolben kräftig geschüttelt (ca. 30 min). Danach werden 8 ml 1 M NaOH 

langsam bis zum Aufklären der Lösung hinzugeben. Schließlich wird die Lösung auf 50 ml 

mit Aqua destillata aufgefüllt (pH-Wert sollte bei ca. 12 liegen). 

• Uranylacetat wurde zur Kontrastierung verwendet und immer frisch angesetzt. 1-2 

Spatelspitzen Uranylacetat (8473, Merck) werden in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß gelegt 

und in 1 ml 70%-igem Ethanol oder Methanol kräftig geschüttelt, bis das Uranyl sich löst. 

• EPON-Mischung. Zur Einbettung der EM-Proben. Es besteht aus: 

• 9 ml Lösung A (62 ml Epon 812 [21045, SERVA, Heidelberg Germany] und 100 ml DDSA 

[20755, SERVA]). 

• 21 ml Lösung B (100 ml Epon 812 [21045, SERVA] und 89 ml MNA [29452, SERVA]) 

• 0,6 ml DMP 30 (2%, 36975, SERVA). 

• Histoknife Wet 8mm (160-128-0001, Drukker). 

• Ultracut R (705902, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland). 

• Elektronenmikroskop: Zeiss EM 900 (Zeiss, Jena, Deutschland). 

• Elektronenmikroskop-Kamera: Slow-scan CCD-Camera for TEM (7889 inside, TRS, 

Moorenweis. Deutschland). 

• Camera controller Type: TRS Dual speed (461/14, TRS). 

• EM-Bilder-Software: ImageSysProg (Version 1.2.3.46, TRS). 
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• Werkbank: Filtair 824 (FI824143105, Erlab, Köln, Deutschland). 

• Wärmeofen: Memmert B30 (882080, Memmert, Schwabach, Deutschland). 

• Grid, Objektträger für EM-Präparate: Hexagonal 200 mesh., Dünnsteg, Kupfer (G2710C, 

Pano, Wetzlar, Deutschland). 

• Leica Fluoreszenzmikroskop (DM 2500, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) 

ausgestattet mit einer Mikroskopkamera von ProgRes® CF (Jenoptik Optical Systems, Jena, 

Deutschland). 

• Stereomikroskop: Leica MS5 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland). 

• Software zur Bearbeitung und Analyse der Bilder: 

• ProgRes® CapturePro v2.8.8 (Jenoptik Optical Systems, Jena, Deutschland). 

• Adobe Photoshop® CS 6 (Adobe Systems GmbH, München, Deutschland). 

• ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). 

• Zentrifuge: MiniSpin® (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). 

• Rüttler: IKA-Vibrax-VXR (IKA-Werke, Staufen, Deutschland). 

• Kühl-/Gefrierschrank, Bosch, (Gerlingen-Schillerhöhe, Deutschland). 

• Verbrauchsmaterial: 

• SuperFrost
TM

 Objektträger (J1800AMNZ, Menzel, Braunschweig, Deutschland). 

• Deckgläser 15x15 mm (BBAD01500150, Menzel, Braunschweig, Deutschland). 

• Pipetten Research® (0.5 – 10 µL, 10 – 100 µL und 100 – 1000 µL, Eppendorf). 

• Pipettenspitzen epT.I.P.S. Standard/Bulck 0,1 - 20 µl (0030000.838, Eppendorf). 

• Pipettenspitzen epT.I.P.S. Standard/Bulck 2 - 200 µl (0030000.870, Eppendorf). 

• Pipettenspitzen epT.I.P.S. Standard/Bulck 50 - 1000 µl (0030000.919, Eppendorf). 

• Safe-Lock Tubes 0,5 ml, mix (0030121.708, Eppendorf). 

• Safe-Lock Tubes 2,0 ml, mix (0030121.686, Eppendorf). 

• Messpipette bis 1 ml, nicht steril (REF. 201C, LOT 1144, Copan, Diagnostic Inc., 

Murrieta, USA). 

• Einmal-Micropipette Ringcaps 20 µl (4095040, Liebl&Ritzinger, München, Deutschland). 

• Rollrandgläser 40 x 19 mm, 5 ml (9400215, Wagner&Munz, München, Deutschland). 

• Kunststofftablett mit halbkugelförmigen Kerben (keine Angaben zur Firma). 

• Feuchtkammer: Durchsichtige, wie ein Buch aufklappbare Plastikschachtel (keine Angaben 
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zur Firma). In der Schachtel selbst wurde der Boden mit gefalteten Papiertüchern durchnässt, 

mit destilliertem Wasser ausgelegt, und das Kunststofftablett auf die Tücher gelegt.  
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