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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Basalmembranen

1.1.1. Aufbau, Struktur, Funktion und Pathologie

Die Basalmembran (BM) ist eine aus extrazellularen Proteinen bestehende,
schichtweise aufgebaute Struktur, die im Korper eine enge Verbindung zu
Zellverbanden eingeht. Sie bildet eine Grenzflache zwischen Epithel, Endothel,
Gliazellverbanden und darunter liegendem Stroma und umgibt Axone peripherer
Nerven, Muskel- und Fettzellen. Ihre Funktionen sind vielfaltig: Sie stutzt,
verankert, kompartimentiert, sie ist am selektiven Stofftransport beteiligt, ist wichtig
fur die Ernahrung und Differenzierung von Zellen und dient ihnen als
Wachstumsschiene bei regenerativen Prozessen (Wundheilung). Gleichzeitig stellt

sie eine Penetrationsbarriere fir Zellmigration und gutartige Tumore dar [116].

Lichtmikroskopisch imponiert die Basalmembran als 20-300 nm breite, PAS
positive, homogene, subzellulare Einzelschicht (Abbildung 1-1). Elektronen-
mikroskopisch kann sie in drei Schichten eingeteilt werden (Abbildung 1-2)
[86;90;126]:

1. Basallamina (Synonym: Lamina basalis), bestehend aus
1.a der hellen Lamina lucida (Synonym: Lamina rara), mit einer Breite von
40-60 nm und
1.b der elektronendichten Lamina densa (40—60 nm breit)

2. Lamina fibroreticularis (200-500 nm breit)
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Becherzelle

Epithel

Basalmembran

Gefale

Abbildung 1-1: Bindehaut, PAS-Farbung, 20x
Das Mucin der Becherzellen und der hohe Glykoproteinanteil der Basalmembran bewirken eine
PAS-positive Reaktion

Abbildung 1-2: Elektronenmikroskopisches Bild der Basalmembran der Haut

BC = basale Epithelzelle, P = Plasmalemm (Zellmembran), LD = Lamina densa, LL = Lamina
lucida, PF = Pars fibroreticularis, E = Auslaufer der Lamina densa, Pfeile = Verankerungsfibrillen
(modifiziert nach http://www.horseshoes.com/advice/anatomyandfunction/basementmembrane/
basementmembrane.htm)
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Die Basalmembranen gegenuberliegender Zellen (meist Epithel und Endothel)
konnen sich vereinigen, wenn darunter kein Bindegewebe vorhanden ist. In
diesem Fall fehlt die Lamina fibroreticularis und die Laminae densae

verschmelzen [1]. Die BM besteht dann aus:

1. Lamina lucida (rara) externa (an das Epithel grenzend)
2. Lamina densa

3. Lamina lucida (rara) interna (an das Endothel grenzend)

Die Fusion stellt eine geringere Diffusionsbarriere dar und ist bei der BM der
Glomeruli (Blut-Harn-Schranke), der Linsenkapsel oder der Lungenalveolen (Blut-

Luft-Schranke) zu finden.

Basalmembranen werden von einer Reihe unterschiedlicher Matrixproteine
aufgebaut, deren Anzahl und Zusammensetzung von der Gewebeart, der
Korperstelle, des Alters und des Geschlechts abhangig sind
[15;16;24;31;34;45;49;82;113]. Bisher konnten ca. 50 [114] bis 100 [46]
verschiedene Basalmembrankomponenten nachgewiesen werden, wobei jedoch
nur wenige ubiquitar auftreten (Tabelle 1-1). Zu diesen zahlen Kollagene (v. a. Typ
IV), Glykoproteine (Laminin, Integrin, Fibronektin, Entaktin/Nidogen) und saure
Proteoglykane (v. a. Heparan-Sulfat-Proteoglykane (HSPG) wie Perlekan)
[32;115;117].

BM-Komponente Lokalisation Vorkommen
Kollagen | Lamina fibroreticularis ubiquitar
Kollagen Il Lamina fibroreticularis ubiquitar
Kollagen IV Lamina densa ubiquitar
Laminin Lamina lucida ubiquitar
Integrin Lamina lucida ubiquitar
Fibronektin Lamina lucida/fibroreticularis ubiquitar
Entaktin = Nidogen Lamina lucida ubiquitar
HSPG (Perlekan) Lamina lucida/densa ubiquitar

Tabelle 1-1: Ubiquitar auftretende Basalmembrankomponenten
HSPG = Heparan-Sulfat-Proteoglykan; (modifiziert nach [82])
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Einige Matrixproteine kommen nur in selektiven Geweben vor (Tabelle 1-2). Sie
sind Bestandteile von spezialisierten Basalmembranen, die sich in ihrem Aufbau,
der Dicke, den Laminin und Kollagen IV-Isoformen, den Proteoglykan-Gruppen
und dem Vorhandensein akzessorischer Matrixproteine unterscheiden, von denen

die meisten jedoch bisher nicht naher charakterisiert wurden [70;89].

BM-Komponente Lokalisation Vorkommen

Kollagen Vi Lamina densa Epithelien

Kollagen XVII Hemidesmosomen | Epithelien

Laminin-1 = EHS-Laminin |Lamina lucida embryonales Epithel, Niere,
Drisen, Retina, Gehirn

Laminin-2 = Merosin Lamina lucida Skelett- und Herzmuskulatur,
Aorta, Schwann’sche Zellen,
Plazenta

Laminin-3 = S-Laminin Lamina lucida neuromuskulare Synapsen,
Glomeruli, Arterien

Laminin-4 = S-Merosin Lamina lucida Schwann’sche Zellen

Laminin-5 = Epiligrin = Hemidesmosomen | Epithelien

Kalinin = Nicein = BM600

Laminin-6 = K-Laminin Lamina lucida Epithelien

Laminin-7 = K-Laminin Lamina lucida Epithelien

Laminin-8 Lamina lucida Endothelien

Laminin-10 Lamina lucida Epithelien, Kapillaren, Venolen

Tabelle 1-2: Selektiv auftretende Basalmembrankomponenten
(modifiziert nach [15;16;24;31;45;49;82])

Die Bestandteile der Basallamina werden Uberwiegend von den Zellen gebildet,
die ihr aufsitzen. In der Lamina lucida finden sich Laminine, Integrine, Fibronektin,
Entaktin/Nidogen, Proteoglykane und Kollagen XVII (Abbildung 1-3). Die Lamina
densa besteht grofdtenteils aus Kollagen IV und Proteoglykanen.

In der Lamina fibroreticularis kdnnen interstitielle Kollagentypen (v. a. Typ | und Ill)
sowie Verankerungsplaques (Kollagen 1V) und -fibrillen (Kollagen VII)
nachgewiesen werden. Sie werden vorwiegend von Fibroblasten gebildet, mit
Ausnahme von Kollagen VII, welches ausschlieRlich von Epithelzellen produziert

wird.
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Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der Basalmembran von Epithelien

(modifiziert nach [70])
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Veranderungen der Basalmembranstruktur treten bei vielen verschiedenen

Erkrankungen auf. Ihrer Atiologie nach kénnen sie in finf Gruppen eingeteilt

werden:

1.

angeborene Erkrankungen

(z. B. Alport-Syndrom, Epidermolysis bullosa junctionalis)
metabolische Erkrankungen

(v. a. Diabetes mellitus)

Autoimmunerkrankungen

(z. B. Schleimhautpemphigoid, Goodpasture-Syndrom)
Infektionskrankheiten

(z. B. Chagas-Krankheit)

neoplastische Erkrankungen

Bei den Strukturveranderungen kann es sich um unspezifische Verdickungen der

Basalmembran, wie beim Diabetes mellitus, oder um spezifische Veranderungen,

wie Defekt oder Verlust einer Basalmembrankomponente, handeln. Sie fihren zu

krankhaften Veranderungen verschiedener Gewebe, wie Haut, Schleimhaute,

Niere, Lunge und GefalRe. Ebenso wird das Metastasierungsverhalten von

Tumoren beeinflusst [102].
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1.1.2. Basalmembrankomponenten

1.1.21. Kollagene

Kollagene sind tripelhelikale Strukturproteine der extrazellularen Matrix. Sie
machen 30% des gesamten Korperproteins aus. Kollagenfasern sind flexibel und
aulerst zugfest. Aufgrund dieser Eigenschaften sind sie wichtiger Bestandteil von

Binde-, Stlutzgewebe und Basalmembranen.

Derzeit sind 28 verschiedene Kollagentypen bekannt [563;121]. Sie werden
unterteilt in interstitielle/fibrillare (Typ I, II, 1ll, V, Xl), netzbildende (Typ 1V, VIII, X),
Fibrillen-assoziierte (Typ IX, XII, XIV, XV, XVI, XXIl) mikrofibrillare/perlenschnur-
artige (Typ VI) Kollagene, Verankerungsfibrillen (Typ VII) und Kollagene mit
Transmembrandomanen (Typ X, XVII, XXIIl, XXV). Basalmembran-assoziierte

Kollagene sind Typ IV und VII.

Kollagen Typ IV ist der Hauptbestandteil der Lamina densa. Es liegt als Netzwerk
in untereinander verbunden Di- und Tetrameren vor [127] (Abbildung 1-4.4). An
dieses GerlUst binden zahlreiche Glykoproteine wie Laminin, Fibronektin,
Entaktin/Nidogen, Proteoglykane und Kollagen VII. Die Haupt-Tripelhelix eines
Monomers besteht aus drei a-Ketten, von denen bislang sechs Isoformen bekannt
sind [78]. Die interponierte nicht helikale NC2-Domane bewirkt ein hohes Mal3 an
Flexibilitat (Abbildung 1-4.1). Kollagen |V erfullt wichtige Aufgaben der
Basalmembran, wie die flexible Stabilisierung von dehnbaren Geweben
(Gefallwande), die Zellhaftung und die Bildung einer Permeabilitatsbarriere.
Stérungen dieser Funktionen treten bei genetischen Defekten und

Autoimmunprozessen auf, wie beim Alport- und Goodpasture-Syndrom.
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Abbildung 1-4.1: Kollagen IV-Monomer
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Abbildung 1-4.2: Kollagen IV-Dimer Abbildung 1-4.3: Kollagen IV-Tetramer

Abbildung 1-4.4: Kollagen IV-Netzwerk

Abbildung 1-4: Molekularer Aufbau von Kollagen IV

Abb 1-4.1: Monomer mit Haupt-Tripelhelix, NC1-, NC2- und 7S-Doméane. Dimere entstehen durch
Kopf-an-Kopf-Lagerung der NC1-Domanen (Abb. 1-4.2), Tetramere durch Aneinanderlagerung der
7S-Doménen (Abb. 1-4.3; modifiziert nach [81;114]). Abb. 1-4.4: Elektronenmikroskopisches Bild
des Kollagen IV Netzwerkes, das sich durch laterale Assoziation von Di- und Tetrameren bildet
[127]
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Kollagen Typ VII wird von spezifischen Epithelzellen gebildet, wie Plattenepithel,
Urothel, Amnionepithel oder einigen Drusenausfuhrungsgangen [123]. Es ist als
antiparalleles Dimer aufgebaut [68] (Abbildung 1-5.1). Durch laterale Assoziation
bilden die Kollagen VII-Dimere Verankerungsfibrillen, welche an ihren beiden
Enden je eine globulare NC1 Domane aufweisen [98] (Abbildung 1-5.2). Diese
bindet an der Lamina densa oder an Verankerungsplaques des Stromas
(Abbildung 1-3). Die Plaques sind auch untereinander durch Kollagen VII-Fibrillen
verbunden und bilden in Interaktion mit den interstitiellen Kollagenfasern ein

verwobenes Netzwerk.

pepsin
- ’
Dep‘sm I‘I ;¢ a-Ketten
Y e
h 1 I
Rgtinef ., UtV - . Disulfid-Bricken

785nm -

Abbildung 1-5.1: Kollagen VII-Dimer

BASAL CELLS

ANCHORING
FIBRIL

Laterale Assoziation zweier Dimere

Abbildung 1-5.2: Verankerungsfibrille

Abbildung 1-5: Molekularer Aufbau von Kollagen VII

Abb. 1-5.1: Kollagen VIl ist ein antiparalleles Dimer. Die Monomere bestehen aus drei helikalen o-
Ketten welche Uber Disulfid-Briicken miteinander verbunden sind. Abb. 1-5.2: Durch laterale
Assoziation zweier Dimere entsteht eine Verankerungsfibrille, welche Uber ihre seitlichen NC1-

Domaéanen an die Lamina densa gebunden ist (modifiziert nach [98])
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Kollagen VIl verankert die Basalmembran an das umgebende Stroma und bewirkt
eine hohe mechanische Stabilitdt gegen Scherkrafte. Genetische Defekte des
Kollagens oder Antikdrper gegen die NC1-Domane verursachen blasenbildende
Hauterkrankungen wie die rezessive dystropische Epidermolysis bullosa (RDEB)
[71] oder die Epidermolysis bullosa aquisita [124]. Neuere Studien konnten
nachweisen, dass die NC1-Domane fur die Ausbreitung von Hautkrebs bei RDEB-
Patienten erforderlich ist [84].

1.1.2.2. Laminine

Laminin ist ein kreuzférmig aufgebautes Glykoprotein der extrazellularen Matrix
[33;118]. Das heterotrimere Molekul besteht aus einer schweren o-Kette und zwei
leichten Polypeptidketten, der - und y-Kette (neue Nomenklatur nach Burgeson
[14], friher A-, B1- und B2-Kette [22]) (Abbildung 1-6.1).

Es gibt funf verschiedene Formen der a-, drei der B- und drei der y-Kette. |hre
Expression ist gewebeabhangig (Tabelle 1-3). Die Ketten konnen sich zu
unterschiedlichen Laminin-lIsoformen zusammenlagern, von denen bislang
funfzehn bekannt sind [21;32] (Abbildung 1-6.2).

10
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B g "y al Ketten Isoform
o 1 v1 Laminin-1

" Nidogens B2 v1 Laminin-3

Cy B1 y1 Laminin-2

e ¥ a2 B2 y1 Laminin-4
@ocoosQpaseooon, § feosoc@eeec(® B1 y3 Laminin-12
u [ B1 y1 Laminin-6

b1 | vl 3 B2 v1 Laminin-7
I 4 B2 43 Laminin-13

' B3 12 Laminin-5

T s B1 y1 Laminin-8

Inteserin il : | ! a4 B2 y1 Laminin-9
s %@h'“ B2 73 Laminin-14
L SFEY  Fibulin-l 1 v1 Laminin-10

Dysirogiycan o5 B2 y1 Laminin-11
Heparin B2 13 Laminin-15
Abbildung 1-6.1: Laminin-1 Abbildung 1-6.2: Laminin-Isoformen

Abbildung 1-6: Aufbau von Laminin und seiner Isoformen

Abb. 1-6.1: Schematische Darstellung von Laminin-1 mit Bindungsstellen fir verschiedene Basal-
membran- und Zelloberflachenkomponenten (Pfeile). Kreise = globulare Domanen; kleine Kreise
dazwischen = EGF-ahnliche Sequenzen; LN = Laminin N-Terminus; E8, E3 = Elastasefragment 8
und 3 (gestrichelte Linien). Abb. 1-6.2: Laminin-Isoformen mit spezifischer Kettenkombination
(modifiziert nach [32])

Laminin- Gewebeexpression
Kette
ol Epithelien im Entwicklungsstadium
o2 Skelett- und Herzmuskel, Aorta, periphere Nerven
o3 Haut und andere Epithelien
o4 Mesenchym
ob nahezu ubiquitar
B1 nahezu ubiquitar
B2 neuromuskulare Synapsen, Glomeruli
B3 Haut und andere Epithelien
71 nahezu ubiquitar
y2 Haut und andere Epithelien
v3 Haut, Herz, Oberflache von Flimmerepithelien

Tabelle 1-3: Gewebeexpression der verschiedenen Laminin-Ketten
(modifiziert nach [21;24;32;56])

11
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Die kurzen Arme des kreuzformigen Molekuls bestehen aus je einem N-
terminalen Kettenstick mit mehreren globuldren Domanen. Sie zeigen in ihrer
Aminosauresequenz Ahnlichkeiten zum Aufbau des epidermalen Wachstums-
faktors (EGF), was von funktioneller Bedeutung ist [33]. Der lange Arm wird von
allen drei Ketten gebildet [33;101]. Das C-terminale Segment der a-Kette weist
ein kugelformiges Ende auf, das mit Hilfe des Enzyms Elastase weiter
aufgespalten werden kann. Das Elastase-Fragment 3 (E3) bietet schwache
Bindungsstellen fur Zelloberflachenmolekile (Dystroglykan, Sulfatide), Heparin
und einige Basalmembrankomponenten (Kollagen |V, Perlekan, Fibulin-1)
[29;54;85;99]. Hauptadhasionsstelle fur die meisten Zellen in vitro ist jedoch das
Elastase-Fragment 8 (E8) [32]. Hieran binden spezielle Zellmembranrezeptoren,
die Integrine (vgl. 1.1.2.3). Neben der Zelladhasion und -polarisation konnte E8 fur

das Wachstum von Neuriten verantwortlich gemacht werden [27].

Laminin-Molekule polymerisieren durch laterale Anlagerung und bilden so ein
maschenartiges Netz in der Lamina lucida aus. Dieses Netz ist mit dem Kollagen
IV-Netz der Lamina densa Uuber Entaktin/Nidogen, Perlekan und anderen
Proteinen verbunden (Abbildung 1-3). Kollagen IV kann auch direkt mit Laminin
reagieren. Anlagerungspunkte finden sich hierzu an den kurzen Armsegmenten

des Kreuzes und im Bereich des C-Terminus.

Laminin tritt frGh in der Embryogenese auf und beeinflusst Wachstum,
Differenzierung, Migration, Adhasion und Polarisation von Zellen [21;55;65;69].
Als wichtigster, nicht-kollagener Bestandteil ist es ubiquitar in Basalmembranen
zu finden, mit Ausnahme der Leber. Die Spezialisierung von Basalmembranen
kommt unter anderem durch das selektive Auftreten bestimmter Laminin-
Isoformen zustande (Tabelle 1-2). So ist Laminin-1 in fast allen epithelialen
Organen des Embryos, aber nur in einigen reifen Geweben zu finden, wie der
Niere, den meisten Drusen, der Neuroretina und dem Gehirn. Laminin-2 (frGhere
Bezeichnung Merosin) ist in Schwann’schen Zellen, trophoblastaren und
muskularen Basalmembranen nachzuweisen [63], Laminin-3 (friher S-Laminin) in
neuromuskularen Synapsen, perineuralen, arteriellen und glomerularen Basal-

membranen [49]. Laminin-5 (Synonyme: Epiligrin, Kalinin, Nicein, BM600),
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Laminin-6, -7 und -10 kommt in der Haut und anderen Epithelien vor [15;16;31].
Gefalle enthalten je nach Art und Groflde Laminin-2,-3, -8 und -10 [24;45;49].

Genetische Defekte der Laminin-5-Ketten kénnen zu blasenbildenden Haut- oder
vernarbenden Schleimhauterkrankungen fuhren, wie der Epidermolysis bullosa
junctionalis (Defekte in allen drei Ketten moglich) oder dem Laryngo-onycho-
kutanen Syndrom (nur die o3-Kette ist betroffen) [75]. Autoantikdrper gegen

Laminin-5 sind fur das Schleimhautpemphigoid beschrieben worden [19;25;62].

1.1.2.3. Integrine

Integrine sind Transmembranproteine, die aus zwei Glykoproteinketten (a- und B-
Kette) aufgebaut sind (Abbildung 1-7). Sie sind Bestandteile von
Hemidesmosomen. Bisher sind 18 unterschiedliche a- und acht p-Ketten bekannt,
die mindestens 24 verschiedene Integrine bilden konnen. Als Zelladhasions-
rezeptoren knupfen sie Zellen an extrazellulare Matrixproteine, wie Kollagen,
Laminin, Fibronektin, Entaktin/Nidogen und Perlekan. Uber intrazellulére
Adaptorproteine sind die Integrine mit dem Aktingerlst der Zelle verknupft
(Abbildung 1-3). So werden Signale der extrazellularen Matrix in die Zelle
weitergeleitet, die Adhasion, Polaritat, Migration, Wachstum, Differenzierung und
Uberleben der Zellen regulieren [65;89]. Wesentliche Laminin-bindende Integrine
sind a6p1, a6p4 und a7p1, die fest an das E8-Fragment des Laminins anknupfen
[107]. Schwache Bindungen von a131- und a2B1-Integrinen sind auch am N-
Terminus der Laminin-a-Kette mdglich (Abbildung 1-6.1). Das Thrombozyten-
Integrin GPlIbllla bindet Fibrinogen und fordert so die Thrombozytenaggregation

im Rahmen der Blutgerinnung [92].
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B-Kette a-Kette

- Zellmembran”

extrazellularer Raum

N-terminale Sequenz mit

B-Propeller Struktur

Abbildung 1-7: Schematischer Aufbau von Integrin
Integrine sind Transmembranproteine bestehend aus einer a- und p-Kette

(modifiziert nach http://bme.virginia.edu/ley/integrin_activation.html)

Veranderungen der Integrin-Expression, v. a. des a6B4-Integrins, kdnnen bei
vielen soliden Tumoren nachgewiesen werden, wobei aberrante Integrin-
Expressionsmuster haufig mit einer schlechten Prognose assoziiert sind [95].
Defekte des a6p4-Integrins verursachen eine mit Pylorusatresie assoziierte Form
der Epidermolysis bullosa junctionalis. Autoantikbrper gegen a6p4-Integrin
werden als pathogentischer Faktor fur das okulare und orale Schleimhaut-
pemphigoid diskutiert [9;10;20;96].
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1.2. Haut

1.2.1. Aufbau der Haut

Die Haut (Cutis) besteht aus der Oberhaut (Epidermis) und der Lederhaut
(Dermis/Corium). Die Epidermis ist ein mehrschichtig verhorntes Plattenepithel,
welches in funf Schichten unterteilt werden kann (Abbildung 1-8). Die unterste
Schicht liegt der Basalmembran direkt auf und besteht aus mitotisch stark aktiven
Basalzellen. Die Zellen der hoheren Schichten verhornen und werden
Keratinozyten genannt. Sie sind Uber spezielle Adh&sionsproteine, den
Desmosomen, miteinander verbunden. Melanozyten sind pigmentbildende Zellen

und in den unteren Epithelschichten zu finden.

Stratum ) \
/ = >~ cormneum
Nx?i’%j Stratum
N 2 lucid
\\&_/:/// 5 lucidum , .
&'% = “Stratum ( Epidermis
e granulosum
4T Strawm > Cutis
X germinativum|
Stratum
papillare
Dermis

Knauel(SchweiB)driise

Abbildung 1-8: Schematischer Aufbau der Haut
Epidermis = Oberhaut, Dermis = Lederhaut, Cutis = Haut, Subcutis = Unterhaut; das Stratum

germinativum besteht aus Stratum basale und Stratum spinosum (modifiziert nach [50])
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1.2.2. Basalmembran der Haut

Die Basalmembran der Haut zahlt zu den komplexesten Basalmembranen des
menschlichen Korpers. Sie ist dreischichtig aufgebaut mit einer Lamina lucida,
Lamina densa und Lamina fibroreticularis (Abbildung 1-2). Die Basalzellen des
Hautepithels sind Uber Hemidesmosomen mit der Lamina lucida verbunden. Ein
Drittel der Hemidesmosomen sind mit subbasalen dense plates (SBDP)
assoziiert, die sich elektronenmikroskopisch als dichtes lineares Band in den
oberen Anteilen der Lamina lucida darstellen [34]. Ankerfilamente (Laminine)
verbinden die Hemidesmosomen mit der Lamina densa. Uber Verankerungs-
fibrillen (Kollagen VII) und -plaques (Kollagen V) ist diese wiederum mit der

Lamina fibroreticularis verbunden (Abbildung 1-3).

Die dermoepidermale Grenzzone weist ultrastrukturelle Unterschiede bezuglich
der Korperstelle, dem Alter, dem Geschlecht, der Anwesenheit anderer Strukturen
und der Art der aufsitzenden Zellen auf. Beispielsweise ist die Lamina densa bei
Mannern dicker als bei Frauen und die Basallamina unter Melanozyten dunner als

unter Keratinozyten [34;113].

1.3. Bindehaut

1.3.1. Aufbau der Bindehaut

Die Bindehaut (Konjunktiva) ist eine gefal3fuhrende Schleimhaut, die als
Gleitschicht den Augapfel (Bulbus) und die Innenseite der Augenlider Uberzieht.
Die Conjunctiva bulbi ist auf dem Augapfel leicht verschieblich und haftet dem
Hornhautrand (Limbus) fest an. Das mehrschichtig unverhornte Plattenepithel der
Bindehaut geht hier in das gefallose Epithel der Hornhaut (Kornea) Uber. Die
Conjunctiva tarsi ist fest mit der Innenseite der Lider verbunden und enthalt zur
Abwehr Lymphfollikel. Im Bindehautsack (Fornix conjunctivae), bildet die lockere
Conjunctiva fornicis eine Umschlagfalte zwischen Conjunctiva bulbi und tarsi. So

ist die freie Beweglichkeit des Auges in alle Blickrichtungen gewahrleistet [12].
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1.3.2. Basalmembran der Bindehaut

Uber die Basalmembran der Bindehaut ist bisher nur wenig bekannt.
Ublicherweise wird die dermoepidermale Grenzzone als Modell verwendet,
obwohl Unterschiede zwischen den ineinander ubergehenden Basalmembranen
der Konjunktiva, des Limbus und der Kornea existieren (Tabelle 1-4)
[28;41;65;66;119]. Des Weiteren unterscheidet sich die BM der Bindehaut von
denen anderer Schleimhaute, wie der Mundschleimhaut [38]. Das spezifische
Verteilungsmuster von BM-Komponenten konnte die variable Beteiligung der

Bindehaut bei blasenbildenden Autoimmundermatosen erklaren.

BM-Komponente Hornhaut Limbus Bindehaut
Laminin-1 (a1p1y1) + + + + + + + + +
Laminin-2 (a2p1y1) + +
Laminin-5 (a3p3y2) + + + + + + +
Laminin a1 + +/o + + + +
Laminin a2 o o + + + + o
Laminin a3 + + + + + +
Laminin B1 + +/o + + + + +
Laminin 2 o o + + + + +
Laminin 33 + + + + + +
Laminin y1 + +/o + + + + +
Laminin y2 +
Kollagen IV o + +
Kollagen IV (a1) o + +
Kollagen IV (a2) 2 %] + + +
Kollagen IV (a.3) + o o
Kollagen IV (a4) + o o
Kollagen IV (a.5) + + + o o
Kollagen VI + + + + + + + +
B4-Integrin + + +
Fibronektin + + + + + + + +
Entaktin/Nidogen + + + +
Perlekan + + +
Literaturquelle [66] [119] [41] [66] [119] [28] [66] [119] [41]

Tabelle 1-4: Publizierte Unterschiede im Nachweis von BM-Komponenten in der Hornhaut,
dem Limbus und der Bindehaut
in Klammern die Laminin-/Kollagen-Ketten; + positiv; @ negativ; +/@ variabel; Unterschiede in der

Literatur; Unterschiede zwischen Hornhaut, Limbus und Bindehaut
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1.4. Blasenbildende Autoimmundermatosen

Blasenbildende Autoimmundermatosen sind eine Gruppe von Hautkrankheiten,
die durch Autoantikorper gegen Verbindungsstrukturen in der Haut verursacht
werden. Die Haut I6st sich und bildet Blasen. Je nach Spaltebene kdnnen zwei

Gruppen unterschieden werden:

1. Pemphiqus-Erkrankungen:

Die Antikorper richten sich gegen die Desmosomen der Keratinozyten. Es

entstehen intraepidermale Blasen.

2. Pemphigoid-Erkrankungen:

Die Antikorper richten sich gegen Bestandteile der Basalmembran. Die

Folge sind subepidermale Blasen.

1.4.1. Schleimhautpemphigoid

Das Schleimhautpemphigoid (engl. mucous membrane pemphigoid, MMP), friher
vernarbendes Pemphigoid (engl. cicatricial pemphigoid, CP) genannt, ist eine
seltene, chronisch entzindliche Autoimmunerkrankung, die mit subepidermaler
Blasenbildung und Vernarbung der Haut und Schleimhdute einhergeht.
Vornehmlich sind Mundschleimhaut (ca. 85%) und Bindehaut (ca. 70%) betroffen,
seltener Haut (ca. 20%) und andere Schleimhaute [3;26;36;37;112]. Das
Schleimhautpemphigoid manifestiert sich Uberwiegend im sechsten bis siebten
Lebensjahrzehnt mit einer Inzidenz von ca. 0,5 Neuerkrankungen/100.000
Einwohner/Jahr [77;129] und einer Pravalenz von 1/15.000 bis 1/40.000 [3;37].
Frauen sind doppelt so haufig betroffen wie Manner [3;36]. Es besteht eine
Assoziation mit den HLA-Subtypen -B12, -DR4, -DQw3 und -DQw7 (-DQB1*0301)
[2;13;18;74;79;128]. Eine geographische oder ethnische Haufung ist nicht
bekannt [3;36]. Zwillingsstudien weisen auf einen multigenetischen Effekt mit

Einwirkung von Umwelteinflissen hin [8].
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Das okulare Schleimhautpemphigoid beginnt meist unilateral, schreitet langsam
fort und betrifft im Verlauf auch das zweite Auge. Die klinische Symptomatik kann
nach Tauber [110] in vier Stadien eingeteilt werden (siehe Tabelle 1-5): Es
imponiert zunachst als chronische Bindehautentziindung mit zarter subepithelialer
Vernarbung (Stadium |, Abbildung 1-9) und Abflachung des Bindehautsacks
(Fornixverkirzung, Stadium II, Abbildung 1-10). Spater kommt es zu
Verwachsungen zwischen Augapfel- und Lidbindehaut (Symblepharonbildung,
Stadium I, Abbildung 1-11) und den &uferen Lidrandern (Ankyloblepharon-
bildung, Stadium IV, Abbildung 1-12) bis zur vollstandigen Verwachsung des
Augapfels mit der Lidspalte (eingemauerter Bulbus, Endstadium). Es resultieren
Lidfehlstellungen mit Trichiasis (Wimpernreiben auf der Augenoberflache) und der
Gefahr von Hornhautulzerationen durch bakterielle Superinfektion. Obstruktionen
der Lidrand- und Tranendrisenausfuhrungsgange fuhren zu extremer Kerato-
konjunktivitis sicca (trockenes Auge), vollstandiger Keratinisierung der Binde- und
Hornhaut, Hornhauteintribung und -vaskularisation. Im Endstadium ist das Auge
blind.

Stadium klinische Symptomatik

I chronische Konjunktivitis mit subepithelialer Fibrosierung

Il Fornixverkurzung
Il'a 0-25% Verlust des unteren Fornix
II'b 26-50% Verlust des unteren Fornix
IIc 51-75% Verlust des unteren Fornix
Id >75% Verlust des unteren Fornix

I Symblepharonbildung, Keratopathie, Hornhautvaskularisation
Illha 0-25% horizontale Symblephara / n (n = Anzahl der Symblephara)
b 26-50% horizontale Symblephara / n
Il c 51-75% horizontale Symblephara / n
I d >75% horizontale Symblephara / n

v Keratinisierung, Ankyloblepharonbildung, eingemauerter Bulbus

Tabelle 1-5: Klinische Stadieneinteilung des okuldren Schleimhautpemphigoids nach
Tauber [110]

Erlduterungen im Text
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Abbildung 1-9: Okulares Schleimhautpemphigoid, Tauber Stadium |
chronische Konjunktivitis mit subepithelialer Fibrosierung [91]

Abbildung 1-10: Okulédres Schleimhautpemphigoid, Tauber Stadium Il b

Fornixverkirzung um ca. 50% [91]

Abbildung 1-11: Okulédres Schleimhautpemphigoid, Tauber Stadium Il

Symblepharonbildung, Keratopathie, Hornhautvaskularisation [72]
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Abbildung 1-12: Okulédres Schleimhautpemphigoid, Tauber Stadium IV

Keratinisierung der Binde- und Hornhaut, Ankyloblepharonbildung, eingemauerter Bulbus [91]

Der genaue Pathomechanismus des Schleimhautpemphigoids ist nicht
abschlielend geklart. Vereinfacht handelt es sich um eine Hypersensibilitats-
reaktion vom Typ Il (zytotoxische Reaktion) [91]: Zirkulierende Autoantikoérper
reagieren mit Basalmembrankomponenten unter Komplementaktivierung und
Einleitung einer Immunantwort. Der Entzindungsprozess zerstort die antigenen
Basalmembranstrukturen, die Epidermis 16st sich ab. Klinisch zeigen sich
subepidermale Blasen, die unter gesteigerter Fibroblastenaktivitat narbig abheilen
[97].

Neben zirkulierenden Antibasalmembran-Autoantikérpern spielen HLA-Subtypen,
Immunzellantwort, Zytokine und Mechanismen des "epitope-spreadings" eine
pathogenetische Rolle [17]. Unter Letzterem versteht man das Demaskieren von

immunogenen Strukturen durch vorangegangene entzindliche Prozesse.

Zur Diagnosesicherung werden Bindehautbiopsien aus entzindlich veranderten
Arealen histopathologisch und immunhistochemisch untersucht. In der direkten
Immunfluoreszenzmikroskopie (DIF) finden sich lineare Ablagerungen von IgG,
IgA und Komplementfaktor C3 in der Lamina lucida und densa. Der Nachweis von
Immunablagerungen ist beweisend fur die Diagnose, gelingt allerdings nur bei
etwa 60% der Patienten [17;36;37;91;112].
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Als antigene Zielstrukturen konnten Hemidesmosomen und andere Struktur-
proteine der BMZ nachgewiesen werden (Tabelle 1-6): Das bullése
Pemphigoidantigen 1 und 2 (BPAg1 und 2) [6;76], a6-Integrin [96], B4-Integrin
[120], Laminin-5 (a3-, B3- und y2-Kette) [25;52;62], Laminin-6 (a3-Kette) [17;19],
Kollagen Typ VII [67], Uncein [48] sowie folgende, bisher nicht naher charakteri-
sierte Proteine: Ein 45 kD groRes, IgA-bindendes Antigen [106], ein 120 kD
Protein als mogliches Spaltprodukt von BPAg2 [87] sowie ein 168 kD Protein [42].

Autoantigene Lokalisation

Bulldses Pemphigoidantigen 1 Hemidesmosomen

(BPAg1, BP230)

Bulléses Pemphigoidantigen 2 Hemidesmosomen/Lamina lucida
(BPAg2, BP180, Kollagen XVII)

a6-Integrin Hemidesmosomen/Lamina lucida
B4-Integrin (205 kD Protein) Hemidesmosomen/Lamina lucida

Laminin-5 (a3-, B3- und y2-Kette) Lamina lucida
(Epiligrin, Kalinin, Nicein, BM600)

Laminin-6 (a.3-Kette) Lamina lucida
Kollagen Typ VII Lamina densa
Uncein Lamina densa
45 kD Protein nicht charakterisiert
120 kD Protein nicht charakterisiert
168 kD Protein nicht charakterisiert

Tabelle 1-6: Antigene Zielstrukturen der BMZ beim Schleimhautpemphigoid
(modifiziert nach [17])

Schleimhautpemphigoid-Patienten mit Antikbrper gegen Laminin-5 haben ein

erhohtes relatives Risiko an Krebs zu erkranken [30].

Die medikamentése Therapie des okularen Schleimhautpemphigoids erfolgt bei
geringer Aktivitat mit Dapson (Diaminodiphenylsulfon) und Tranenersatzmitteln,
bei Unvertraglichkeit oder schweren Verlaufen mit Immunsupressiva,
insbesondere systemische Glukokortikoide in Kombination mit Azathioprin,
Cyclophosphamid oder neueren Immunsupressiva wie Mycophenolat Mofetil.
Lokale Steroide sind unwirksam [13;57;91].
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Chirurgische Eingriffe, wie Losung von Symblephara, Amnionmembran-
Transplantationen, Keratoplastiken oder Keratoprothesen, konnen ein akutes
Krankheitsgeschehen auslésen und die vernarbenden Prozesse beschleunigen.
Eine Operation sollte daher nur im entzindungsfreien Intervall und unter

perioperativer Immunsuppression erfolgen [91].

1.4.2. Pseudopemphigoid

Klinisch analoge Veranderungen zum okularen Schleimhautpemphigoid kénnen
nach Medikamentengabe beim so genannten Pseudopemphigoid (engl. drug-
induced cicatricial pemphigoid, DICC) beobachtet werden, erstmals 1976 von
Patten beschrieben [88]. Medikamente, die in diesem Zusammenhang erwahnt
werden, sind orales Practolol (B-Blocker) [125], topisches Idoxuridin (Virustatikum)
[61] sowie die Ilokalen Antiglaukomatosa Echothiophat lodid, Pilocarpin,
Epinephrin, Dipivefrin, Guanethidin und Timolol [35;47;83;88;91;93].

1.5. Glaukom

Das Glaukom (Gruner Star) ist nach dem Diabetes mellitus die zweithaufigste
Erblindungsursache weltweit [94]. Die Pravalenz liegt bei 1-2% der
Gesamtbevdlkerung [43] und erhdht sich mit zunehmendem Lebensalter. Es
handelt sich um eine Optikoneuropathie mit kontinuierlichem Verlust von
Sehnervenfasern, was bei fortgeschrittener Erkrankung am Sehnervenkopf
(Papille) als zunehmende Exkavation sichtbar wird. Als Folge entstehen
charakteristische Gesichtsfeldausfalle (Skotome), die im Endstadium zur
Erblindung des Auges flihren. Als bedeutsamster Risikofaktor wird ein individuell
zu hoher Augeninnendruck angesehen. Entscheidend ist ein Missverhaltnis von
Augeninnendruck und Durchblutung des Sehnervenkopfs: Bei hohem Blutdruck
innerhalb der GefalRe des Sehnervenkopfes kann ein hoher Augeninnendruck
toleriert werden, bei niedrigem Durchblutungsdruck kann bereits ein niedriger
intraokularer Druck (IOD) zum Glaukomschaden fuhren (so genanntes
Normaldruckglaukom).

23



1. Einleitung

Der Augeninnendruck entsteht durch das Gleichgewicht von Zu- und Abfluss des
Kammerwassers im Auge. Die Normwerte liegen bei 10 bis 21 mmHg mit

tageszeitlichen Schwankungen von bis zu 5 mmHg [60].

Das Kammerwasser wird von den Ziliarzotten gebildet und in die hintere
Augenkammer sezerniert. Es gelangt durch die Pupille in die Vorderkammer und
fliet groRtenteils im Kammerwinkel durch das Trabekelwerk Uber den Schlemm-
Kanal in die episkleralen Venen ab (Abbildung 1-13). Ein geringer Teil fliel3t durch

die Septen des Ziliarmuskels in das uveosklerale Gefalisystem.

Hinterkammer

Hornhaut ———»

Iris

Vorderkammer

<+— Linse

Kammerwinkel

Trabekelwerk ‘\—’ '\

Schlemm-Kanal

Ziliarzotten

Ziliarkorper

Abbildung 1-13: Kammerwasserzirkulation

Das Kammerwasser wird in den Zotten des Ziliarkdrpers gebildet und gelangt aus der
Hinterkammer durch die Pupille in die Vorderkammer des Auges. Es flie3t gréRtenteils im
Kammerwinkel durch das Trabekelwerk Uber den Schlemm-Kanal in die episkleralen Venen ab

(modifiziert nach www.medizin.de/gesundheit/data_images/low/921-kammerwasser.jpg).

Der Kammerwinkel bezeichnet den Winkel zwischen Hornhautrickflache und
Irisvorderflache. Je nach Weite lassen sich Offenwinkel- von Engwinkelglaukomen
unterscheiden (Tabelle 1-7): Ist der Kammerwinkel offen, aber der Abfluss-
widerstand erhoht spricht man von Offenwinkelglaukom, ist der Kammerwinkel
verlegt und dadurch der Kammerwasserabfluss blockiert, spricht man von
Winkelblockglaukom. Primare Glaukome treten spontan auf, sekundare Glaukome
sind Folge anderer Erkrankungen oder durch Medikamentennebenwirkungen

bedingt.
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Glaukomform Haufigkeit Kammerwinkel
primares 90% voll einsehbar, offen
Offenwinkelglaukom
sekundares 2-4% voll einsehbar, verlegt durch PEX-
Offenwinkelglaukom Material, Pigment,

Mukopolysachharide, Erythrozyten,
Entzindungszellen

primares 5% nicht einsehbar, verlegt durch die

Winkelblockglaukom Irisbasis

sekundares 2-4% nicht einsehbar, verlegt durch

Winkelblockglaukom Gefallneubildungen (Rubeosis iridis),
Verwachsungen

kongenitales Glaukom 1% einsehbar, nicht ausdifferenziert

Tabelle 1-7: Glaukomformen mit Angabe der Haufigkeit und dem Kammerwinkelbefund
PEX = Pseudoexfoliation; (modifiziert nach [60])

1.5.1. Primar chronisches Offenwinkelglaukom

Das primar chronische Offenwinkelglaukom (POWG), auch Glaucoma chronicum
simplex genannt, ist mit Uber 90% aller Glaukome die haufigste Form. Es tritt
vornehmlich ab dem 40. Lebensjahr auf und erreicht seinen Gipfel zwischen dem
60. und 70. Lebensjahr. Familiare Haufung und genetische Mutationen sind
bekannt [100]. Durch degenerative Veranderungen im Kammerwinkel kommt es
zur Abflussbehinderung mit chronischem Anstieg des 1I0D. Da der Betroffene lang
keine Beschwerden verspurt, sind ab dem 40. Lebensjahr alle zwei Jahre

Vorsorgeuntersuchungen empfehlenswert (National Institutes of Health).

Die Therapie erfolgt medikamentds oder operativ. Prinzip der medikamentdsen
Therapie ist die Hemmung der Kammerwasserproduktion, die Erhdéhung des
trabekularen/uveoskleralen Abflusses oder die osmotische Volumenreduktion im

Auge durch lokale oder systemische Medikamentengabe (Tabelle 1-8).
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Wirkstoffgruppe Wirkstoff Applikation | Wirkprinzip
Cholinergika (Miotika) Pilocarpin, lokal
Carbachol Erhéhung des trabekularen
Cholinesterasehemmer Physostigmin, lokal Abflusses
Neostigmin
Prostaglandin-Derivate Iégtanoprost, lokal Erhéhung des trabekularen und
imatoprost,
Travoorost uveoskleralen Abflusses
p
direkte Sympathomimetika | Dipivefrin, lokal Erhéhung des trabekularen
Brimonidin, Abflusses, Hemmung der
Apraclonidin Kammerwasserprodukion
B-Blocker Timolol, lokal
Levobunolol,
Metipranolol
indirekte Sympatholytika Guanethidin lokal Hemmung der
Kammerwasserprodukion
Carboanhydrasehemmer Dorzolamid, lokal
Brinzolamid, lokal
Acetazolamid systemisch
Osmotika Mannit systemisch osmotische Volumenreduktion

Tabelle 1-8: Medikamentdse Glaukomtherapie mit Angabe von Wirkstoffgruppe und -name,
Verabreichungsform und Wirkprinzip (modifiziert nach [60])

Mittels Laserverfahren wird der trabekulare Abfluss erhoht (Argon-Laser-
Trabekuloplastik, selektive Laser-Trabekuloplastik), operativ das Kammerwasser
aus der Vorderkammer durch eine Skleradffnung unter die Bindehaut geleitet
(Trabekulektomie, ExPress-Implantat), oder der Ziliarkérper destruiert und damit
die Kammerwasserproduktion reduziert (Zyklokryokoagulation, Zyklodiathermie,
Zyklophotokoagulation).

1.5.2. Sekundares Offenwinkelglaukom

Beim sekundaren Offenwinkelglaukom ist das Trabekelwerk durch vorgelagertes
Material verstopft und der Abflusswiderstand des Kammerwassers erhoht. Die
Therapie erfolgt in der Regel konservativ durch Behandlung der Grunderkran-

kung. Die wichtigsten Formen sind:

1.5.2.1. Pseudoexfoliationsglaukom (PEX-Glaukom)

Amorphes, feinfibrillares (Pseudoexfoliations-)Material, das v. a. vom Ziliarepithel
gebildet wird, lagert sich im gesamten vorderen Augensegment ab. Besonders

haufig in skandinavischen Landern.
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1.5.2.2. Pigmentdispersionsglaukom

Pigment I6st sich vermehrt von der Irisrickflache und verstopft das Trabekelwerk.

Oft sind junge kurzsichtige Manner betroffen.

1.5.2.3. Kortisonglaukom

35-40% der Bevdlkerung (so genannte Steroid-Responder) reagieren auf
mehrwochige lokale oder systemische Steroidgabe mit einer vermehrten
Ablagerung von Mukopolysacchariden im Trabekelwerk, die nach Absetzen der

Steroide reversibel ist.

1.5.2.4. Glaukom durch Entziindungen/Verletzungen

Entzindungsproteine erhdhen die Kammerwasserviskositat, Entzindungszellen,

Erythrozyten und Zelldebris verlegen das Trabekelwerk.

1.5.3. Primares Winkelblockglaukom

In anatomisch pradisponierten Augen (kleine, weitsichtige Augen, dicke Linse,
enge Pupille, Iris-Linsen-Verklebungen) ist der Fluss des Kammerwassers durch
die Pupille erschwert (Pupillarblock). Der Druck in der Hinterkammer steigt, die
Irisbasis wolbt sich vor und verlegt das Trabekelwerk. Es kommt zur plotzlichen
Abflussblockade (Winkelblock) mit starkem 10D-Anstieg. Dies kann zum
Glaukomanfall fiihren mit steinhartem Bulbus, starken Schmerzen, Ubelkeit/

Erbrechen und Sehkraftminderung, der unbehandelt zur Erblindung fihren kann.

Die Therapie wird konservativ eingeleitet mit anschlieiendem operativem Anlegen
eines Hinterkammer-Vorderkammer-Shunts (YAG-Laser-Iridotomie, chirurgische

Iridektomie).
Wird ein Glaukomanfall nicht rechtzeitig behandelt, kann es zu Verklebungen des

Kammerwinkels kommen (Goniosynechien), die zu einer chronischen |0D-

Steigerung fuhren. Man spricht dann vom chronischen Winkelblockglaukom.
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1.5.4. Sekundares Winkelblockglaukom

Hier wird der Kammerwinkel durch pathologische Vorgange verschlossen. Zu den

haufigsten Ursachen zahlen:

1.5.4.1. Neovaskularisationsglaukom

Ischamische Netzhauterkrankungen konnen zur pathologischen Neubildung von
Irisgefallen (Rubeosis iridis) fuhren, die den Kammerwinkel rei3verschlussartig

zuziehen.

1.5.4.2. Posttraumatisches Glaukom

Nach einem Bulbustrauma kann es zu Verwachsungen im Bereich des
Kammerwinkels (vordere Synechien) kommen, bedingt durch die Organisation
von Blut/Exsudat oder durch den andauernden Kontakt von Iris und Trabekelwerk

bei aufgehobener Vorderkammer nach perforierenden Verletzungen.

1.5.5. Kongenitales Glaukom

Beim kongenitalem Glaukom ist genetisch bedingt das Trabekelwerk nicht
ausdifferenziert oder durch embryonales Gewebe verlegt. Es kommt zum
Druckanstieg mit Dilatation der noch weichen Bulbuswand. Klinisch zeigt sich ein

"grofRes Auge" (Buphthalmus) mit progressivem Hornhautdurchmesser.

Die Therapie erfolgt durch chirurgische Eroffnung des Kammerwasserabflusses

(Goniotomie, Trabekulotomie).
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2. Ziele der Arbeit

Basalmembranen werden von einer Reihe unterschiedlicher Matrixproteine
aufgebaut, deren Zusammensetzung unter anderem von der Gewebeart abhangig
ist. Uber die Basalmembran der Bindehaut ist bisher nur wenig bekannt.
Typischerweise wird die Basalmembran der Haut als Modell verwendet, ohne die

Selektivitat der verschiedenen Basalmembranen zu bertcksichtigen.

Beim Schleimhautpemphigoid kommt es zur Autoantikorper-vermittelten Typ Il-
Immunreaktion gegen Antigene der BMZ von Haut und Schleimhaut mit
nachfolgender Desintegration der BMZ und subepidermaler Blasenbildung. Es ist
nicht bekannt, warum diese Erkrankung bevorzugt altere Menschen und das
weibliche Geschlecht betrifft. Die Prozesse, die zu einer okularen Beteiligung
fuhren, sind unklar. Bislang gibt es keine Angaben Uber Veranderungen der

konjunktivalen BMZ im Alter oder geschlechtsspezifische Unterschiede.

Es ist nicht bekannt, inwieweit strukturelle Veranderungen oder immunologische
Prozesse im Bereich der BMZ der Bindehaut zu anderen vernarbenden
Erkrankungen, wie dem Pseudopemphigoid beitragen. Die Rolle von Arzneimitteln
(v. a. lokale Antiglaukomatosa) bzw. Konservierungsstoffen in diesem Zusammen-

hang ist ungeklart.

Basierend auf den bisherigen Ausfuhrungen sollen in der vorliegenden Arbeit

folgende Fragen beantwortet werden:

» Welche Unterschiede bestehen im Aufbau der BMZ von Haut und Bindehaut?

» Lassen sich im Alter Veranderungen an der BMZ der Bindehaut nachweisen?

» Zeigen sich geschlechtsspezifische Unterschiede im Aufbau der BMZ der

Konjunktiva?

» Fuhrt die chronische antiglaukomatése Medikamentenapplikation zu Veran-
derungen an der BMZ der Bindehaut, die letzlich eine autoimmune Entzindung

und Vernarbung beglnstigen oder verursachen?
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3.1. Patientengut

Fir die Untersuchungen wurden Gewebeproben verwendet, die bei operativen
Eingriffen an der LMU-Augenklinik (Mdnchen) entnommen wurden. Gesunde
Bindehaut wurde im Rahmen von Vitrektomien und Skleraplombenaufnahungen
gewonnen, konjunktivale Biopsien von Glaukompatienten im Rahmen von
Trabekulektomien. Als Kontrollgewebe diente gesunde Oberlidhaut, die bei einer
Dermatochalasis-Operation entfernt wurde. Die Genehmigung der Ethik-
kommission und die Einwilligung der Patienten zur Gewebeentnahme und

anschlielender immunhistologischer Untersuchung wurden eingeholt.

41 Bindehautbiopsien stammten von Patienten mit gesunder Konjunktiva, darunter
20 Frauen im Alter von 33 bis 92 Jahren und 21 Manner im Alter von 15 bis 84
Jahren (Abbildung 3-1). Das Durchschnittsalter betrug 58 Jahre fur die weibliche

Gruppe, 59 Jahre fur die mannliche und 58 Jahre fir alle Bindehaut-Gesunden.
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10-18 20-29 a0-39 40-49 50-59 B0-69 70-74 80-84 80-89
Altersgruppe (Jahre)
Abbildung 3-1:

Verteilung der Patienten mit gesunder Konjunktiva nach Altersgruppe und Geschlecht

49% Frauen im Durchschnittsalter von 58 Jahren, 51% Manner mit durchschnittlich 59 Jahren

30
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16 Bindehautbiopsien wurden von Glaukompatienten mit lokaler antiglaukoma-
toser Therapie gewonnen. Keiner der Patienten zeigte zum Zeitpunkt der
Gewebeentnahme fibrotische Bindehautveranderungen. Das Durchschnittsalter
der 16 Glaukompatienten betrug 66 Jahre, darunter 6 Frauen im Alter von 10 bis
90 Jahren (Durchschnittsalter 67 Jahre) und 10 Manner im Alter von 46 bis 83
Jahren (Durchschnittsalter 66 Jahre) (Abbildung 3-2).

Anzahl 2

10-19 20-28 30-35 40-45 40-55 60-59 70-78 g0-54 50-85

Altersgruppe (Jahre)

Abbildung 3-2: Verteilung der Glaukompatienten nach Altersgruppe und Geschlecht
37,5% Frauen im Durchschnittsalter von 67 Jahren, 62,5% Manner mit durchschnittlich 66 Jahren

Die Glaukomform, die anfangliche und aktuelle Medikation sowie die Dauer der
medikamentdsen Therapie wurden dokumentiert (Tabelle 3-1). 6 Patienten litten
an Pseudoexfoliationsglaukom (PEX-Glaukom), 5 Patienten an primar chroni-
schem Offenwinkelglaukom (POWG), 3 an Sekundarglaukom und 2 Patienten an
chronischem Winkelblockglaukom (CWBG).

Antiglaukomatosa wurden als Monotherapie oder bei fortgeschrittener Erkrankung
in Kombinationen lokal appliziert (Tabelle 3-1). Tabelle 3-2 zeigt eine Auflistung
der von den Patienten angewandten Praparate und ihrer Wirkstoffgruppe. Zum
Einsatz kamen p-Blocker (14 Patienten), Prostaglandin-Derivate (PGD) (12
Patienten), Carboanhydrasehemmer (CAH) (11 Patienten), Sympathomimetika (6
Patienten) und Cholinergika (4 Patienten). Die Dauer der antiglaukomatdsen

Therapie betrug je nach Patient 4 Monate bis zu 34 Jahre (im Mittel 9,7 Jahre).
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Medikation (Wirkstoffgruppe) Therapie-
Fall- | Alter |Ges. Glaukom-Form zu Beginn dannin dauer
Nr. |(Jahre) Kombination mit (Jahre)
1 59 m PEX-Glaukom PGD 4
2 10 w Sekundarglaukom B-Blocker CAH, PGD, Symp. 2
3 83 m CWBG B-Blocker Cholinergikum 24
4 62 m POWG B-Blocker CAH, PGD 3
5 66 w POWG PGD Symp. 1
6 64 m POWG B-Blocker CAH, PGD, Symp. 6
7 81 m PEX-Glaukom B-Blocker CAH 10
8 67 m PEX-Glaukom B-Blocker CAH, PGD, Chol. 0,8
9 77 m PEX-Glaukom B-Blocker CAH, PGD 0,7
10 71 w POWG B-Blocker CAH, PGD, Symp. 11
11 65 w PEX-Glaukom B-Blocker CAH, PGD 0,3
12 90 w Sekundarglaukom B-Blocker CAH, PGD, Symp. 4
13 71 w CWBG B-Blocker Cholinergikum 23
14 46 m PEX-Glaukom B-Blocker CAH, PGD, Symp. 1
15 63 m Sekundarglaukom B-Blocker Cholinergikum 34
16 75 m POWG B-Blocker CAH, PGD 30

Tabelle 3-1: Glaukompatienten mit Angabe der Glaukomform, der anfanglichen und jetzigen

medikamentosen Therapie und ihrer Dauer. PEX = Pseudoexfoliation; CWBG = chronisches

Winkelblockglaukom; POWG = primar chronisches Offenwinkelglaukom; CAH = Carboanhydrase-

hemmer; PGD = Prostaglandin-Derivat; Symp. = Sympathomimetikum

Wirkstoffgruppe Wirkstoff mgggtg:‘a?:) Konzentration

B-Blocker Timolol Tim-Ophthal AT 5 mg/ml

Carboanhydrasehemmer | Brinzolamid Azopt AT 10 mg/ml
Dorzolamid Trusopt AT 20 mg/ml

+ B-Blocker Dorzolamid, Cosopt AT 20 mg/ml +
Timolol 5 mg/ml

Cholinergikum Pilocarpin Pilocarpol AT 20 mg/ml
Pilocarpin Pilomann AT 20 mg/ml

+ B-Blocker Pilocarpin, Normoglaucon AT | 20 mg/ml +
Metipranolol 1 mg/ml

Prostaglandin-Derivat Bimatoprost Lumigan AT 0,3 mg/ml
Travoprost Travatan AT 40 pg/mi
Latanoprost Xalatan AT 50 pg/ml

Sympathomimetikum Brimonidin Alphagan AT 2 mg/ml

Tabelle 3-2: Antiglaukomatose Medikation der untersuchten Patienten mit Angabe von Wirk-

stoffgruppe und -name, Handelsname, Verabreichungsform (AT = Augentropfen) und Wirkstoff-

konzentration
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3.2. Antikorper

Zur Anwendung kamen folgende Primarantikbrper gegen epitheliale Basal-

membrankomponenten (Tabelle 3-3):

Antigen Antikorpertyp Klon Herkunft Verdiin.
Laminin o monoklonal Maus |4C7 ggl:;ggﬁzadigg’ Inc., 1:25
Cominin a1 |[BVETL oo | Sara G Bteeinoor, 1 qpg
Laminin o2 | polyklonal Ziege | P-20 ﬁ}i”%gf;g;ﬁfﬂ‘gz'ogy 1:300
Laminin o3 | polyklonal Ziege | C-19 ﬁ}i”%gf;g;ﬁ;eﬂ‘gz'ogy 1:750
Laminin B1 monoklonal Maus |D-9 ﬁ]a;’t%gr:fazgriﬁfﬁgzlow’ 1:10
Laminin 33 polyklonal Ziege |C-19 ﬁ}acritggr:razgrigfﬁgzlogy, 1:300
Laminin y1 monoklonal Maus |D-3 ﬁ]acﬁ’t%gr:fazgriﬁfﬁé‘zbgy’ 1:100
Laminin 2 |polyklonal Ziege | 4G1 glaok;zﬁog’:;'g; aAr/kS’ 1:300
Laminin y3 polyklonal Ziege |C-19 ﬁ]acrltasgnr?azgrigfﬁwgzlogy, 1:300
Kalinin monoklonal Maus |GB3 !rnor)r:]%r:g!og:é:alsDirect.com 1:500
B4-Integrin | monoklonal Maus |450-9D | 532e% Inc- Raleigh, 14,4509
Kollagen IV | monoklonal Maus |CIV 22 gfoks‘i%’oggggggf’ 1:200
Kollagen VII | polyklonal Ziege N-15 ﬁ]acrltasgnrtlazgrisfﬂgglogy, 1:300

Tabelle 3-3: Primarantikorper mit Angabe von Typ, Klon, Herkunft und eingesetzter Verdinnung

Als Sekundarantikdérper wurden Kaninchen-Anti-Maus-AK (Dako ChemMate™
Detection Kit APAAP, Mouse, USA) und je nach Primarantikorpertyp zusatzlich
Maus-Anti-Ziege-AK Maus-Anti-Kaninchen-AK

Deutschland) verwendet.

bzw. (dianova, Hamburg,
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3.3. Immunhistochemie

3.3.1. Gewebevorbereitung

Die intraoperativ enthommenen nativen Bindehaut- bzw. Hautbiopsien wurden
sofort in OCT-Medium (Tissue-Tek, Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude,

Niederlande) bei —-60°C schnellgefroren.

3.3.2. Anfertigen von Gefrierschnitten

Mit Hilfe eines Kryostaten (Cryo-Star HM 560 MV, Microm GmbH, Valldorf,
Deutschland) wurden bei —20°C Gerate-Innentemperatur und —-15°C Messer-
temperatur Gefrierschnitte mit einer Dicke von 8 um angefertigt und auf Poly-L-
Lysin-beschichteten Superfrost-Objekttragern (Schubert & Weil3, Mduinchen,
Deutschland) aufgezogen. Nach 10 Minuten Lufttrocknungszeit wurden die
Praparate bei —30°C aufbewahrt.

3.3.3. Fixierung

Die bei —30°C gelagerten Praparate wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und
anschlieBend fur 15 Minuten in eiskaltem Aceton (0-4°C) (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) fixiert. Nach Lufttrocknung wurde der Gewebeschnitt auf
dem Objekttrager mit einem speziellen Stift umfahren (DakoCytomation Pen,
DakoCytomation, Denmark A/S, Glostrup, Danemark), um das Ablaufen der

nachfolgenden Reagenzien zu vermeiden.
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3.3.4. Alkalische Phosphatase-antialkalische Phosphatase (APAAP)-
Methode

Die APAAP-Methode ist eine indirekte Methode zum Nachweis von
Antigenstrukturen. Es werden ldsliche Enzym-Immun-Komplexe (APAAP-
Komplexe) zur Signalverstarkung und damit zu einer Erhdhung der Sensitivitat

eingesetzt.

Der Primarantikorper richtet sich gegen das Antigen, in unserem Falle gegen

Basalmembranstrukturen humaner Haut und Bindehaut.

Der Sekundarantikorper fungiert als Brickenantikérper und muss gegen die
Immunglobuline der Spezies gerichtet sein, aus dessen Serum der Primar-
antikorper und der Antikorper im APAAP-Komplex gewonnen wurden (hier:
Kaninchen-Anti-Maus-Sekundarantikorper, Dako ChemMate™ Detection Kit
APAAP, Mouse, USA) (Abbildung 3-3).

Farbstoff-Substrat
O

O
O Q 4‘{:‘,:’ Farbstoff

)k Primarantikorper (Maus)

Antigen (human)

Abbildung 3-3: APAAP-Methode, in Klammern die Speziesherkunft

In dieser Arbeit wurden Primarantikbrper von Maus, Ziege und Kaninchen
verwendet. Der APAAP-Komplex stammt von der Maus (Dako ChemMate™
Detection Kit APAAP, Mouse, USA). Fur die Verbindung von Ziege-/Kaninchen-
Primarantikorper und Sekundarantikdorper wurde ein weiterer Bruckenantikorper
verwendet: Maus-Anti-Ziege- bzw. Maus-Anti-Kaninchen-Antikorper (dianova,
Hamburg, Deutschland) (Abbildung 3-4).
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Farbstoff-Substrat

OO
O A <:«> Farbstoff

:(» v
>y

k Maus-Anti-Ziege-/Maus-Anti-Kaninchen-AK

/)k Primarantikorper (Ziege, Kaninchen)
_&_ Antigen (human)

Abbildung 3-4: APAAP-Methode mit weiterem Briickenantikorper, in Klammern die
Speziesherkunft

Die AG-AK-Reaktion wird durch eine Enzym-Substrat-Reaktion visualisiert, bei der
ein Farbstoff entsteht (Neufuchsin, Dako ChemMate™ Detection Kit APAAP,
Mouse, USA).

Das genaue Farbeprotokoll und der Ansatz der Reagenzien sind im Anhang

wiedergegeben.

3.3.5. Gegenfarbung und Einbettung

Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte fur 1—2 Minuten mit saurem Hamalaun
nach Paula Mayer (Apotheke Innenstadt Universitat Minchen, Deutschland). Die
Praparate wurden mit 37°C warmer Kaisers Glyceringelatine eingebettet (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland).

3.3.6. Farbekontrollen

Als Negativkontrolle diente gesunde Bindehaut, die unter Ausschluss des
Primarantikorpers das gleiche Farbeprotokoll durchlief. Die Positivkontrolle

entsprach gesunder Lidhaut.
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3.3.7. Vergleichbarkeit der Praparate

Zufallige Fehler, wie unterschiedliche Raumtemperatur, Wechsel von Pipetten
oder Neuansetzen von Reagenzien, bewirken eine Streuung der Farbergebnisse
von Tag zu Tag. Um die immunhistochemische Farbung der Praparate durch
einen Antikorper untereinander vergleichen zu konnen, wurde ein Schnitt jeder

Bindehautbiopsie in Serie am gleichen Tag mit demselben Antikorper gefarbt.

3.4. Auswertung und Dokumentation der Ergebnisse

Die Auswertung erfolgte optisch mit Hilfe eines Zeiss-Fotomikroskops (Carl Zeiss,
Deutschland). Bewertet wurde das Vorhandensein einer immunreaktiven Farbung
von Epithel, BMZ und GefalRen (+ Farbung, @ keine Farbung) bei 25 facher
VergroRerung. Eine Serie wurde blind von zwei unabhangigen Personen bewertet.
Mit Hilfe der integrierten Lichtbildkamera wurde ein reprasentativer Praparate-

ausschnitt fotografisch dokumentiert.

3.5. Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der Software SPSS der
Firma SPSS Inc.. Wegen dichotomer Verteilung der Variablen wurde der Chi-
Quadrat-Test nach Pearson angewandt sowie der exakte Test nach Fisher bei
Teilmengen kleiner 4. Ein Ergebnis wurde als signifikant angesehen, wenn der

angenommene Fehler erster Art héchstens 5 Prozent betrug (p ~ 0,05).
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4. Ergebnisse

4.1. Gesunde Bindehaut

Antigen Epithel BMZ Gefae
Laminin o (36,412 85%) (39,41.: 95%) (41/41 :100%)
Laminin a1 (30/41.'; 73%) (30/2 2 73%) (38/41.'; 93%)
Laminin a.2 (@ 25%.: 61%) CE 25%-'; 61%) CE 222/1.'; 54%)
Laminin a.3 (40/41-: 98%) (35/41 = 3502'?:'5/41 = 12%) (41/41 ?100%)
Laminin 1 (@ 35/4? = 85%) @ 35/4? = 85%) (@ 28?1/1-'; 68%)
Laminin 33 (38,412 93%) (38/412 93%) (40/41¢= 98%)
Laminin y1 @1 :100%) (23141 = 56%r’1;a:.18/41 = 44%) (34/41t 83%)
Laminin y2 (@: 27/?1,I1+= 66%) CE 2721?'; 66%) (41/41 ?100%)
Laminin y3 (38/412 93%) (38/412 93%) (36/41g= 88%)
Kalinin (41/41 ?100%) (41/41 -:100%) (41/41 ?100%)
pB4-Integrin (41/41 :100%) (24/41 = 59%&%17/41 = 41%) (40/41t 98%)
Kollagen IV (41/41 ?100%) (38/41.: 93%) (41/41 :100%)
Kollagen VI * n.a. °

(29/41 = 71%)

(25/41 = 61%, + : 4/41 = 10%)

(37/41 = 90%)

Tabelle 4-1: Immunhistochemische Farbeergebnisse der gesunden Bindehéaute

+ Farbung; @ keine Farbung; e/+ Farbung variabel, jedoch Uberwiegend negativ; n.a. nicht

abgrenzbar; in Klammern Angabe des Farbergebnis in Fallzahl und Prozent

Die BMZ der gesunden Bindehaut farbte sich groRtenteils positiv fir Laminin «,

Kalinin und Kollagen IV (Abbildung 4-1). Die Verteilung von Laminin a1, a3, y1,

B4-Integrin und Kollagen VII war diffus im Bindehautepithel mit Betonung der

basalen Epithelschichten und der BMZ zu sehen (Abbildung 4-2). Laminin a2 und

y2 zeigten im Epithel und in der BMZ eine variable Anfarbung, die jedoch

uberwiegend negativ ausfiel und weder geschlechts- noch altersabhangig war.

Laminin B1, B3 und y3 konnten beim groften Teil weder im Epithel, noch in der

BMZ der Bindehaut nachgewiesen werden (Abbildung 4-3).
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Die GefalRe der Bindehaut waren Uberwiegend positiv fur Laminin o, a1, y1, p4-
Integrin sowie Kollagen IV (Abbildung 4-1 und Abbildung 4-2) und zeigten eine
variable Anfarbung fur Laminin a2 und 31 (Abbildung 4-4 und Abbildung 4-13).

Abbildung 4-1: Kollagen IV, gesunde Bindehaut, 20x
Positive Anfarbung der BMZ von Epithel und GefaRen

Abbildung 4-2: B4-Integrin, gesunde Bindehaut, 25x

Diffuse Verteilung im Bindehautepithel mit Betonung der basalen Epithelschichten und der BMZ;
Gefale positiv
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Abbildung 4-3: Laminin y3, gesunde Bindehaut, 20x
Keine Farbung der BMZ von Epithel und Gefalien

Abbildung 4-4: Laminin 1, Bindehautgefa, 25x

Variable Anfarbung der Gefalde, hier positiv (vergleiche Abbildung 4-13)
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4.2. Bindehaut bei Glaukom

Antigen Epithel BMZ GefaRe
.. o + +
Laminin o (11116 = 69%) (16/16 = 100%) (16/16 = 100%)
- + n.a. +
Laminin a1 (10/16 = 62,5%) (10/16 = 62,5%) (15/16 = 94%)
. o o ol+
Laminin a2 (14/16 = 87,5%) (14/16 = 87,5%) (2 :11/16 = 69%)
- + n.a. o
Laminin a3 (16/16 = 100%) (13/16 = 81%, + : 3/16 = 19%) (16/16 = 100%)
- + n.a. ol+
Laminin 31 (10/16 = 62,5%) (10/16 = 62,5%) (2: 9/16 = 56%)
. o o o
Laminin 33 (16/16 = 100%) (16/16 = 100%) (15/16 = 94%)
- + + +
Laminin y1 (16/16 = 100%) (9/16 = 56%, n.a. : 7/16 = 44%) (12/16 = 75%)
. + n.a. o
Laminin y2 (11/16 = 69%) (11/16 = 69%) (16/16 = 100%)
. ("] (4] 7]
Laminin y3 (16/16 = 100%) (16/16 = 100%) (16/16 = 100%)

. o + o
Kalinin (16/16 = 100%) (16/16 = 100%) (16/16 = 100%)
, + n.a. +
p4-Integrin (16/16 = 100%) (10/16 = 62,5%, + : 6/16 = 37,5%) (16/16 = 100%)
2 + +
Kollagen IV (16/16 = 100%) (16/16 = 100%) (16/16 = 100%)
+ n.a. 7]
Kollagen VII (10/16 = 62,5%) (7116 = 44%, +: 3/16 = 19%) (13/16 = 81%)

Tabelle 4-2: Immunhistochemische Farbeergebnisse der Bindehaute bei Glaukom
+ Farbung; @ keine Farbung; @/+ Farbung variabel, jedoch uberwiegend negativ; n.a. nicht

abgrenzbar; in Klammern Angabe des Farbergebnis in Fallzahl und Prozent

Die BMZ der Bindehaut bei Glaukom farbte sich positiv fur Laminin o, Kalinin
(Abbildung 4-5) und Kollagen IV mit Beteiligung des Epithels bei Laminin y1
(Abbildung 4-6). Die Verteilung von Laminin a1, a3, B1, y2, p4-Integrin und
Kollagen VII war diffus im Bindehautepithel mit Betonung der basalen
Epithelschichten und der BMZ zu sehen (Abbildung 4-7). Laminin a2, 3 und y3
konnten beim Uberwiegenden Teil weder im Epithel, noch in der BMZ der

Bindehaut nachgewiesen werden (Abbildung 4-8).

Die Gefale der Bindehaut bei Glaukom waren grofdtenteils positiv fur Laminin o
(Abbildung 4-9), a1, y1, B4-Integrin sowie Kollagen IV und zeigten eine variable

Anfarbung fur Laminin a2 und 1.
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Abbildung 4-5: Kalinin, Bindehaut bei Glaukom, 25x
Positive Anfarbung der BMZ; Gefale negativ

Abbildung 4-6: Laminin y1, Bindehaut bei Glaukom, 10x
BMZ deutlich, Epithel und Gefale (linker Bildrand) schwach positiv
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Abbildung 4-7: Laminin a3, Bindehaut bei Glaukom, 25x
Diffuse Verteilung im Bindehautepithel mit Betonung der basalen Epithelschichten und der BMZ;

Gefalle negativ

Abbildung 4-8: Laminin 33, Bindehaut bei Glaukom, 25x
Epithel, BMZ und Gefalte negativ
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Abbildung 4-9: Laminin a, Bindehaut bei Glaukom, 10x

Positiver Nachweis in der BMZ von Epithel und Gefalken

4.3. Lidhaut
Antigen Epithel | BMZ | GefaRe
Laminin o @ + +
Laminin a1 + + +
Laminin a2 + n.a. +
Laminin a3 + n.a. a
Laminin 1 + n.a. +
Laminin 3 + + ]
Laminin y1 + n.a. +
Laminin y2 ] + 7]
Laminin y3 + n.a. +
Kalinin %] + @
B4-Integrin + + +
Kollagen IV @ + +
Kollagen VII + n.a. @

Tabelle 4-3: Inmunhistochemische Farbeergebnisse der Lidhaut (Positivkontrolle)

+ Farbung; @ keine Farbung; n.a. nicht abgrenzbar

Die BMZ der Lidhaut farbte sich positiv fur Laminin o, a1, B3, y2, Kalinin, p4-
Integrin und Kollagen IV (Abbildung 4-10) mit Beteiligung des Epithels bei Laminin
a1, B3 und B4-Integrin (Abbildung 4-11). Die Verteilung von Laminin a2, a3, p1,
v1, v3 und Kollagen VII war diffus im Hautepithel mit Betonung der basalen

Epithelschichten und der BMZ zu sehen (Abbildung 4-12).
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Die Gefale der Lidhaut waren positiv fur Laminin o, a1, a2, g1, y1, y3, B4-Integrin
und Kollagen IV (Abbildung 4-10 und Abbildung 4-11).

Abbildung 4-10: Kollagen IV, Lidhaut, 25x
Positive Anfarbung der BMZ von Epithel und Gefallen

Abbildung 4-11: B4-Integrin, Lidhaut, 20x

Positiver Nachweis in der BMZ, um Epithelzellen und in den Gefallen
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Abbildung 4-12: Laminin a3, Lidhaut, 25x

Diffuse Verteilung im Hautepithel mit Betonung der basalen Epithelschichten und der BMZ; Gefalte

negativ

4.4. Unterschiede zwischen gesunder Bindehaut und Bindehaut

bei Glaukom

gesunde Bindehaut

BH bei Glaukom

Antigen Epithel BMZ GefaRe | Epithel BMZ  GefaRe
Laminin o (4] + + @ + +
Laminin a1 + n.a. + + n.a. +
Laminin a2 al+ al+ o+ ] ] a/+
Laminin a3 + n.a. 4] + n.a. 4]
Laminin B1 (2 : 35/4? =85%) (o: 35/4? =85%) ®/+ (10/16 :62,5%) (10/1(?;?3.2,5%) 0/+
Laminin B3 2 7] 4] %] %] ]
Laminin y1 + n.a. + + + +
Laminin y2 (2 27%1/1-'; 66%) (2 : 27%1/1-'; 66%) ? (1 1/16.: 69%) (1 1/35.3(.59%) °
Laminin y3 2 2 2 %] ] ]
Kalinin 4] + 4] 4] + 4]
B4-Integrin + n.a. + + n.a. +
Kollagen IV 4] + + 2 + +
Kollagen VI + n.a. 4] + n.a. %]

Tabelle 4-4: Gegeniiberstellung der Farbeergebnisse von gesunder Bindehaut (Tabelle 4-1)
und Bindehaut bei Glaukom (Tabelle 4-2)

+ Farbung; @ keine Farbung; e/+ Farbung variabel, jedoch Uberwiegend negativ; n.a. nicht

abgrenzbar; signifikante Unterschiede zwischen gesunder Bindehaut und Bindehaut bei Glaukom;

in Klammern Angabe des Farbergebnis in Fallzahl und Prozent
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Das Epithel und die BMZ der gesunden Bindehaute waren Uberwiegend negativ
fur Laminin B1 (85%, Abbildung 4-13). Laminin y2 zeigte dort eine variable
Anfarbung, die jedoch grofRtenteils negativ ausfiel (66%) und weder geschlechts-

noch altersabhangig war.

Das Epithel und die BMZ der Bindehaute bei Glaukom farbten sich zum signifikant
hoherem Teil positiv fur Laminin 1 (62,5%, p = 0,001, Abbildung 4-14) und
Laminin y2 (69%, p = 0,018).

Abbildung 4-13: Laminin 1, gesunde Bindehaut, 25x
Epithel, BMZ und Gefal3e negativ

Abbildung 4-14: Laminin 1, Bindehaut bei Glaukom, 25x
Positive Reaktion im Bindehautepithel mit zarter Abgrenzung der BMZ
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4.5. Unterschiede zwischen Binde- und Lidhaut

Bindehaut Lidhaut
Antigen Epithel BMZ GefaBe|Epithel BMZ GefaRe
Laminin a %] + + 4] + +
Laminin a1 + n.a. + + + +
Laminin a2 ol+ o+ o+ + n.a. +
Laminin a3 + n.a. @ + n.a. 4]
Laminin 1 ol+ o+ ol+ + n.a. +
Laminin 33 o (] ] + + 4]
Laminin y1 + n.a. + + n.a. +
Laminin y2 al+ ol+ @ 2 + ]
Laminin y3 o o o + n.a. +
Kalinin %] + %] 4] + (4]
B4-Integrin + n.a. + + + +
Kollagen IV 2 + + 2 + +
Kollagen Vi + n.a. %] + n.a. 4]

Tabelle 4-5: Gegeniiberstellung der Farbeergebnisse von Binde- (Tabelle 4-1 und Tabelle 4-2)
und Lidhaut (Tabelle 4-3)
+ Farbung; @ keine Farbung; e/+ Farbung variabel, jedoch tUberwiegend negativ; n.a. nicht

abgrenzbar; Unterschiede zwischen Binde- und Lidhaut

Die BMZ der Lidhaut farbte sich positiv fir Laminin 3 und y2 mit Beteiligung des
Epithels bei Laminin 3 (Abbildung 4-15). Die Verteilung von Laminin a2, 1 und
y3 war diffus im Hautepithel mit Betonung der basalen Epithelschichten und der
BMZ zu sehen (Abbildung 4-16).

Das Epithel und die BMZ der Bindehaute zeigte im Gegensatz zur Lidhaut
groldtenteils keine Farbung flr Laminin B3 (Abbildung 4-8) und y3 (Abbildung 4-3).
Laminin a2, 1 und y2 farbte sich in der BMZ der Bindehaute variabel an, jedoch

fiel das Ergebnis Uberwiegend negativ aus (Abbildung 4-13).
Die Gefalle der Bindehaut waren im Vergleich zu den GefalRen der Lidhaut

groltenteils negativ fur Laminin o2, 1 und y3 (Abbildung 4-3 und Abbildung
4-16).
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Abbildung 4-15: Laminin 33, Lidhaut, 25x
Positive Reaktion im Hautepithel mit abgrenzbarer BMZ

Abbildung 4-16: Laminin y3, Lidhaut, 20x

Diffuse Verteilung im Hautepithel mit Betonung der basalen Epithelschichten und der BMZ; Gefalie
positiv
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5. Diskussion

5.1. Immunhistochemische Untersuchung der Basalmembranen

Laminine sind kreuzférmige, heterotrimere Glykoproteine, bestehend aus einer a-,
B- und y-Kette. Sie sind wichtigster nicht-kollagener Bestandteil von Basal-
membranen und beeinflussen Wachstum, Differenzierung, Migration, Adhasion
und Polarisation von Zellen [21;55;65;69]. Die Laminin-Ketten o5, 1 und y1
kommen nahezu ubiquitar in Basalmembranen vor, wohingegen andere Ketten
(a1, a2, a3, o4, B2, B3, y2, y3) selektiv auftreten und dadurch die gewebe-
spezifische Variabilitdt der Basalmembranstruktur und -funktion mitbestimmen
[21;24;32;56].

Laminin-Ketten kdénnen Basalmembran-unabhangig auf Epitheloberflachen und
um stromale Hornhautzellen (Keratozyten) nachgewiesen werden [56;66]. So ist
die y3-Kette an der apikalen Seite von Flimmerepithelien zu finden, was wichtig fir
die Morphogenese und Stabilitat dieser Zellen zu sein scheint [56]. Ljubimov et al.
wies eine zarte und variable Anfarbung von Laminin a1, a2, a3, 1, 2, B3 und y1
um Keratozyten nach [66]. In dieser Arbeit farbten die Antikdrper gegen Laminin
al, a2, a3, B1, y1 und y3 gewebeabhangig nicht die Basalmembran allein,
sondern die basalen Epithelzellen mit an. Da es keine unspezifische Farbreaktion
an anderen Stellen des Gewebes gab, spricht die Anfarbung des basalen Epithels

fur ein Vorkommen der Laminin-Ketten in diesen Regionen.

Gefalle weisen je nach Art und Funktion unterschiedliche Laminine in ihrer
Basalmembran auf [21;24;31;45]. Die endotheliale Laminin-Expression hangt
ferner vom Entwicklungsstadium, von Hormonen und Entziindungsmediatoren ab
[45]. Ljubimov et al. [66] konnte Laminin a2 um BindehautgefalRe nachweisen,
wahrend dies Tuori et al. [119] nicht moéglich war. Die variable Anfarbung von
Laminin a2 und 1 um Bindehautgefal3e in der vorliegenden Arbeit kdbnnten durch

diese Erkenntnisse erklart werden.
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Fine [34] und Tidman et al. [113] berichten Uber alters- und geschlechtsabhangige
ultrastrukturelle Unterschiede in der dermoepidermalen Grenzzone. Variationen im
Vorkommen einzelner Basalmembrankomponenten in der Bindehaut wurden in
diesem Zusammenhang bislang nicht untersucht. Die immunhistochemische
Analyse der BMZ der Bindehaut zeigte in dieser Arbeit weder einen alters- noch
geschlechtsspezifischen Unterschied im Verteilungsmuster der Laminine, des [34-

Integrins, Kalinins, Kollagens 1V oder VII.

Die Bindehaut wies im Vergleich zur Lidhaut deutliche Unterschiede im
Verteilungsmuster der Basalmembrankomponenten auf: Laminin a2, 1, B3, y2
und y3 konnten in der Lidhaut, aber gréfitenteils nicht in den Bindehautbiopsien
gefunden werden. Wahrend alle Ketten des Laminin-5 (a3B3y2) in der Lidhaut
sichtbar waren, konnte nur die o3-Kette in allen gesunden Bindehauten

nachgewiesen werden.

Die Anwesenheit von Laminin o2 in der konjunktivalen BMZ wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Wahrend Ljubimov et al. [66] dieses Glykoprotein in der BMZ
von Limbus und Konjunktiva nachweisen konnte, war dies Tuori at al. [119] nur am
Limbus, nicht aber in der Ubrigen Bindehaut moglich. Laminin 31 und B3 zeigten
sich bei beiden Autoren in der BMZ gesunder Bindehaut nahe dem Limbus von
post-mortem entnommenen sklerokornealen Ringen. Dietlein et al. [28] wies

Laminin y2 am Limbus nach, Untersuchungen an der Bindehaut fehlen.

Die Unterschiede der Ergebnisse dieser Arbeit im Vergleich zur Literatur lassen
sich moglicherweise durch die Anzahl der Falle und durch die verschiedenen
Methoden der Probengewinnung und -verarbeitung erklaren. Wahrend Ljubimov et
al. [66] und Tuori at al. [119] kleine Fallzahlen (Ljubimov 6, Tuori 8 Falle) von post-
mortem gewonnenen Gewebeproben nahe dem Limbus mittels Immun-
fluoreszenz-Methode untersuchten, wurden die Bindehautbiopsien dieser Studie in
vivo im rucksichtsvollem Abstand zum Limbus gewonnen, sofort weiterverarbeitet
und mittels APAAP-Methode gefarbt. Erfahrungsberichte haben gezeigt, dass
einige Antigene mit der APAAP-Methode eindeutiger detektierbar sind als mit der

Immunfluoreszenz-Methode [104;108]. Da die Antikérper gegen Laminin a2, B1,
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B3 und y2 ein zufrieden stellendes Farbeergebnis an der BMZ der Lidhaut

lieferten, ist ein technisches Problem unwahrscheinlich.

Interessanterweise war Laminin 1 (p = 0,001) und y2 (p = 0,018) in den Binde-
hauten der Glaukompatienten zu einem signifikant hoherem Teil positiv. Zwei
Grinde koénnten fur dieses Ergebnis verantwortlich sein: Die Bindehautbiopsien
mit positivem Nachweis fur Laminin 1 und y2 wurden im Rahmen der
Glaukomoperationen naher am Limbus entnommen als die Ubrigen Biopsien. Dies
wurde mit den Resultaten von Dietlein et al. [28] Uubereinstimmen, der Laminin 1
und y2 in der BMZ des Limbus nachweisen konnte. So wurde die These
unterstitzt werden, dass Laminin B1 und y2 tatsachlich nur am Limbus
nachweisbar sind und nicht anderweitig in der Konjunktiva vorkommen. Zum
Zweiten konnte die Anwesenheit von Laminin 1 und y2 einen realen Unterschied
darstellen, verursacht durch das Glaukom selbst, durch die antiglaukomatdse

Therapie oder durch die in Augentropfen enthaltenen Konservierungsmittel.

Die Abwesenheit von Laminin 3 und y2 in der BMZ der Mehrzahl der gesunden
Bindehaute und ihre Anwesenheit in der Lidhaut ist besonders interessant, da
diese Ketten zusammen mit Laminin a3 Laminin-5 (Epiligrin, Kalinin, Nicein,
BM600) formatieren. Die a3-Kette des Laminin-5 wird als Hauptzielantigen bei
Epiligrin-assoziierten, Schleimhautpemphigoid-ahnlichen Erkrankungen ange-
sehen [52]. Daneben wurden IgG-Autoantikdrper gegen die B- und y-Kette von
Laminin-5 beschrieben, teilweise mit Kreuzreaktivitat zu Laminin a3 [25;40;51;62].
Im Gegensatz zum generalisierten Schleimhautpemphigoid entwickeln Patienten
mit rein okularem Pemphigoid selten Autoantikérper gegen Laminin-5 [23]. Diese
klinische Beobachtung kénnte durch die virtuelle Abwesenheit von B3- und y2-

Ketten in der normalen Konjunktiva erklart werden.
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Eine andere interessante Entdeckung war, dass Laminin 1 in der Lidhaut und im
basalen Epithel der meisten Bindehaute der Glaukompatienten vorkam,
grofdtenteils aber nicht in der BMZ der gesunden Bindehautproben nachweisbar
war. Die B1-Kette ist Teil von Laminin-6, ein Protein, das ebenfalls als potentielles
Antigen beim Schleimhautpemphigoid diskutiert wird [19], aber selten — wenn
uberhaupt — an der rein okularen Form beteiligt ist. Die Haufigkeit von Auto-

antikdrpern gegen Laminin-6 beim Pseudopemphigoid ist unbekannt.

Integrine sind heterodimere Molekule, bestehend aus einer a- und B-Untereinheit.
Sie sind Bestandteile von Hemidesmosomen und spielen als Zelladhasions-
rezeptoren eine entscheidende Rolle bei der Organisation und Funktion von
Epithelien [95]. Neben der Wundheilung [59] sind sie an der Progression und
Metastasierung von Tumoren beteiligt [95;130]. a6p4-Integrin ist ein Laminin-
bindender, transmembraner Rezeptor, der Zellsignale weiterleitet, die Uber

Hemidesmosomen vermittelt sind [109].

Autoantikdrper gegen B4-Integrin werden oft in Seren von Patienten mit okularem
Schleimhautpemphigoid gefunden [9;20;58;120]. Die Bindung dieser Auto-
antikorper an 1C3.4, eine intrazellulare Domane des humanen 4-Molekuls, konnte
eine Instabilitdt der Hemidesmosomen verursachen und die Blasenbildung mit
Vernarbung der Bindehaut erkldren [58]. In Ubereinstimmung mit diesen
Erkenntnissen fanden wir B4-Integrin in der BMZ aller unserer Bindehautbiopsien,

die der Glaukompatienten mit eingeschlossen.
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5.2. Assoziation von Glaukom und Schleimhautpemphigoid

Das Schleimhautpemphigoid (engl. mucous membrane pemphigoid, MMP) ist eine
seltene, vernarbende, autoimmune Haut- und Schleimhauterkrankung mit einer
geschatzten Pravalenz von 1/15.000 bis 1/40.000 in der allgemeinen Bevolkerung
[3;37]. Etwa 70% der Patienten weisen eine okulare Beteiligung auf, ein Drittel
davon als Erstmanifestation [26;37;39]. Schleimhautpemphigoid-Patienten ohne
okulare Erkrankung haben in den ersten funf Jahren ein Risiko von etwa 5% pro

Jahr eine solche zu entwickeln (kumulatives Risiko nach funf Jahren = 22%) [112].

Die Pravalenz des Glaukoms betragt 1-2% in der Gesamtbevolkerung und liegt
bei schatzungsweise 2,8-14,3% in der Altersgruppe der Patienten mit
Schleimhautpemphigoid [43;111]. Da die Diagnostik des Glaukoms bei
Schleimhautpemphigoid-Patienten durch Hornhautveranderungen erschwert ist, ist
die Dunkelziffer nach neueren Studien bei 26-28% zu vermuten [72;111]. Ebenso
schwierig ist die Bestimmung der Pravalenz des Schleimhautpemphigoids unter
Glaukompatienten, da die Fruhstadien dieser Erkrankung (chronische

Konjunktivitis, subepitheliale Fibrosierung) oft nicht erkannt werden.

Die Ursache der Assoziation von Glaukom und Schleimhautpemphigoid ist bis
heute nicht abschlieBend geklart. Mehrfach wurde die Entitat des
medikamenteninduzierten Pemphigoids (engl. drug-induced cicatricial pemphigoid,
DICC) beschrieben [47;61;83;88;125]. So kann die orale Einnahme von j-
Blockern (Practolol) in Einzelfallen zur Fibrosierung der Konjunktiva, des
Peritoneums oder der Pleura fuhren [125]. Weitaus haufiger wird die Entwicklung
eines okularen Pemphigoids bei langfristig angewendeten Ophthalmika
beobachtet und manifestiert sich bei einseitiger Applikation meist unilateral
[47;61;88]. Wirkstoffe, die in diesem Zusammenhang erwahnt werden, sind
topisches Idoxuridin (Virustatikum) [61] sowie die lokalen Antiglaukomatosa
Echothiophat lodid, Pilocarpin, Epinephrin, Dipivefrin, Guanethidin und Timolol
[35;47;83;88;91;93].
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Glaukompatienten sind besonders betroffen, da die lokale Therapie in der Regel
dauerhaft ist. Im Laufe der Behandlung werden die Wirkstoffe meist gewechselt
oder in Kombinationen gegeben. Es ist daher schwierig zu beurteilen, ob
bestimmte Antiglaukomatosa eher zu Bindehautveranderungen flhren als andere.
Das Risiko fur entzindliche Prozesse steigt mit der Anzahl der verwendeten
Praparate und der Therapiedauer [4;11]. Die lokale Therapie der in dieser Arbeit
untersuchten Glaukompatienten bestand zu Beginn uUberwiegend aus dem f-
Blocker Timolol, der im Verlauf meist mit Carboanhydrasehemmern und
Prostaglandin-Dervitaten kombiniert wurde. Die Therapiedauer betrug im Mittel 9,7
Jahre. Es konnte keine Korrelation zwischen den Wirkstoffen und den

Veranderungen an der BMZ festgestellt werden.

Die genauen Mechanismen, die in der Bindehaut zur Ausldsung der vernarbenden
Prozesse fihren, sind unklar. Da verschiedene Arzneimittel nach lokaler
Applikation zum gleichen Krankheitsbild fuhren, scheinen unspezifische
Oberflachenschaden  durch den  Wirkstoff oder andere Inhaltsstoffe
(Konservierungsmittel) eine Rolle zu spielen [91]. Bindehautbiopsien von
Glaukompatienten zeigen nach langjahriger lokaler Medikamentengabe eine
deutlich reduzierte Becherzelldichte, squamose Metaplasien, eine Zunahme
Fibroblasten-ahnlicher Zellen sowie ein entzindliches, mononukleares Zellinfiltrat
im Vergleich zu Patienten ohne topischer Medikation [4;5;11;73;80;105].
Langzeitstudien belegen, dass unabhangig von der verwendeten Medikation eine

signifikante Fornixverkurzung eintritt [103].

Konservierungsmittel wirken allergogen und kdénnen zu chronischen
Reizzustanden flhren, die mdglicherweise eine Vernarbung beglnstigen. An
Rattenaugen konnten entzundliche Infiltrate und toxische histopathologische
Veranderungen nach Konservierungsmittelexposition (Benzalkoniumchlorid)
nachgewiesen werden [5]. Benzalkoniumchlorid wird ferner als Hauptfaktor fur
konjunktivale Metaplasien angesehen [80]. Untersuchungen an Kkultivierten
Bindehaut- und Trabekelwerkzellen haben gezeigt, dass Konservierungsstoffe die
Bildung freier Sauerstoffradikale erhdhen [44;122]. Der oxidative Stress bewirkt in
vitro eine vermehrte Synthese extrazellularer Matrixproteine, die Reduktion von

Matrix-abbauenden Enzymen (Metalloproteinasen), eine schnellere Zellalterung
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und den vermehrten Zelltod [122]. Diese Pathomechanismen sind an den
glaukomtypischen Veranderungen im Trabekelwerk von POWG-Patienten
beteiligt, kdnnten moglicherweise aber auch die konjunktivale Fibrosierung

begunstigen.

In dieser Arbeit wurden ausschlielBlich Bindehautbiopsien von Glaukompatienten
untersucht, die zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme keine fibrotischen
Veranderungen aufwiesen. Die festgestellten Unterschiede im Vorkommen von
Laminin-Ketten kdnnten durch topische, antiglaukomatdose Medikamente (Wirkstoff
oder Konservierungsmittel) induziert sein und das Risiko fur vernarbende

Erkrankungen, wie das Schleimhautpemphigoid, erhéhen.

Beweisend fur das Vorliegen eines Schleimhautpemphigoids ist der Nachweis von
Immunablagerungen entlang der epithelialen BMZ, bestehend aus IgG, IgA und
Komplementfaktor C3 [17;36;37;91;112]. Interessanterweise zeigt die histo-
logische, immunhistochemische und elektronenmikroskopische Aufarbeitung von
Bindehaut-Biopsien keinen Unterschied zwischen Patienten mit Schleimhaut- und
Pseudopemphigoid [7;37;64;93]. In der retrospektiven Studie von Tauber et al.
wiesen 21% der Patienten mit Schleimhautpemphigoid und Glaukom eine
extraokulare Manifestation der Erkrankung mit Nachweis von immunoreaktivem
Material entlang der BMZ auf [111]. Ebenso wurden Falle beschrieben, bei denen
das Absetzen der Medikamente nicht zu einer Regression der Gewebevernarbung
fuhrten [61]. Diese Beobachtungen sprechen fur das Vorliegen einer systemischen
Autoimmunerkrankung, maoglicherweise ausgelost durch medikamentenbedingte
Veranderungen an der BMZ, die zu einem "epitope-spreading" fuhren. Hierunter
versteht man das Demaskieren von immunogenen Strukturen durch
vorangegangene entzundliche Prozesse — ein Pathomechanismus der beim
Schleimhautpemphigoid bekannt ist [17]. Die in dieser Arbeit nachgewiesenen
Veranderungen an der BMZ von Glaukompatienten kdnnten durch die lokale
Therapie verursacht sein und ein "epitope-spreading” mit nachfolgender
Immunreaktion begunstigen. Bis heute ist unklar, ob die Entitdt des
Pseudopemphigoids wirklich existiert, oder ob es sich um Patienten mit
Schleimhautpemphigoid handelt, deren Erkrankung durch Medikamente induziert

bzw. exazerbiert wurde [72].
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Die Assoziation von Glaukom und Schleimhautpemphigoid kann einerseits bei
chronischer Medikamentenapplikation im Sinne des Pseudopemphigoids erklart
werden. Andererseits besteht beim okularen Pemphigoid eine Pradisposition zur
intraokularen Drucksteigerung. Als Grund hierfur wird die Obstruktion des
Kammerwasserabflusses durch Narbenbildungen vermutet [111]. Da das
Schleimhautpemphigoid in frGhen Stadien oft nicht erkannt wird, besteht die
Mdglichkeit, dass haufiger als bisher vermutet diese Erkrankung einem neu
diagnostizierten Glaukom zugrunde liegt. Die chronische Medikamentengabe
konnte die vernarbenden Prozesse aggravieren. Immunhistochemische
Untersuchungen an Bindehautproben von Glaukompatienten vor Therapiebeginn

waren notwendig, um diese These zu untermauern.
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6. Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Das Schleimhautpemphigoid (fruhere Bezeichnung vernarbendes Pemphigoid) ist
eine seltene, chronisch entzindliche Autoimmunerkrankung der Basalmembran-
zone (BMZ), die mit subepidermaler Blasenbildung und Vernarbung der Haut und
Schleimhaute einhergeht. Als Modell fir den Aufbau der BMZ wird Ublicherweise
die Haut herangezogen, ohne Rucksicht auf mogliche Unterschiede zwischen
Haut und Bindehaut. Diese konnten beim okularen Schleimhautpemphigoid zur

Erklarung der variablen Gewebebeteiligung beitragen.

Das Schleimhautpemphigoid tritt gehauft in Assoziation mit dem Glaukom auf.
Dabei ist nicht bekannt, ob es im Rahmen des Glaukoms/der antiglaukomatdsen
Therapie zur Anderung der Antigenverteilung in der BMZ kommt und dadurch die

Entwicklung des Schleimhautpemphigoids begunstigt wird.

Es wurden 41 Biopsien von Bindehaut-Gesunden verschiedenen Alters (15-92
Jahre) sowie 16 Bindehautbiopsien von Glaukom-Patienten (10-90 Jahre) unter
topischer antiglaukomatoser Therapie immunhistochemisch untersucht und mit
dem Antigenverteilungsmuster in normaler Lidhaut verglichen. Dabei kamen
Antikorper gegen folgende Basalmembrankomponenten zur Anwendung: Laminin
a, al, a2, a3, B1, B3, v1, y2, ¥y3, Kalinin, f4-Integrin, Kollagen IV und VII.

Das Biopsiematerial wurde bei —60°C schnellgefroren und Gefrierschnitte von 8
pm Dicke angefertigt. Die Praparate wurden 15 Min. in eiskaltem Aceton (0-4°C)
fixiert, 30 Min. mit dem Primarantikorper bei Raumtemperatur inkubiert, nach der
APAAP-Methode gefarbt, 1-2 Min. mit Hamalaun gegengefarbt und in Kaisers

Glyceringelatine eingebettet.
Bewertet wurde das Vorhandensein einer immunreaktiven Farbung von Epithel,

BMZ und GefaRen. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von

Kreuztabellen.
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6. Zusammenfassung

Die immunhistochemische Analyse der BMZ der Bindehaut zeigte in dieser Arbeit
weder einen alters- noch geschlechtsspezifischen Unterschied im Verteilungs-

muster der Laminine, des p4-Integrins, Kalinins, Kollagens IV oder VII.

Die BMZ der Lidhaut farbte sich positiv fur Laminin o, a1, B3, y2, Kalinin, p4-
Integrin und Kollagen IV. Die Verteilung von Laminin o2, o3, p1, y1, y3 und
Kollagen VII war diffus im Hautepithel mit Betonung der basalen Epithelschichten

und der BMZ zu sehen.

Das Epithel und die BMZ der Bindehaut zeigten im Gegensatz zur Lidhaut keine
Farbung fur Laminin a2, 1, B3, y2 und y3 im uberwiegenden Teil der Falle. Die
GefalRe der Bindehaut waren im Vergleich zu den Gefallen der Lidhaut

groftenteils negativ fur Laminin a2, 1 und vy3.

Das Epithel und die BMZ der Bindehaute bei Glaukom farbten sich zum signifikant
héherem Teil positiv fur Laminin 1 (62,5%, p = 0,001) und Laminin y2 (69%, p =
0,018).

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit charakteristische Unterschiede in der
Antigenitat der BMZ von normaler Haut, gesunder Bindehaut und Bindehaut bei
Glaukompatienten gefunden werden, insbesondere im Vorkommen von Laminin-
Ketten. Diese Unterschiede konnten die variable Beteiligung von Haut und Augen
bei Erkrankungen der BMZ, wie dem Schleimhautpemphigoid, erklaren.
Variationen der Laminin-Ketten in der konjunktivalen BMZ von Glaukompatienten
konnten durch topische, antiglaukomatése Medikamente (Wirkstoff oder
Konservierungsmittel) induziert sein und das Risiko fur die Entwicklung eines

Pseudopemphigoids erhéhen.
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8. Anhang

8.1.

8.2

8.2.1.

Farbeprotokoll APAAP-Methode

Primarantikorper auftragen (100 pl/Schnitt)

30 Minuten in der feuchten Kammer inkubieren

Praparate 2 x 5 Minuten in Tris-Waschpuffer schaukeln

Bei Ziege-/Kaninchen-Primarantikorper:
Maus-Anti-Ziege-/Maus-Anti-Kaninchen-AK (100 pl/Schnitt),
sonst weiter mit Link

30 Minuten in der feuchten Kammer inkubieren

2 x 5 Minuten in Tris-Puffer waschen

Link (5-8 Tropfen/Schnitt)

30 Minuten in der feuchten Kammer inkubieren

2 x 5 Minuten in Tris-Puffer waschen

APAAP (5-8 Tropfen/Schnitt)

30 Minuten in der feuchten Kammer inkubieren

2 x 5 Minuten in Tris-Puffer waschen

Substrat (ca. 250 pl/Schnitt)

30 Minuten in der feuchten Kammer inkubieren

3 Minuten mit Waschpuffer, dann 3 Minuten mit Leitungswasser
waschen

mit Hamalaun 1-2 Minuten in der Kuvette gegenfarben

mit Leitungswasser wassern bis die Praparate vollstandig von Farbe

befreit sind

Reagenzien

Antikorper-Verdinnungsreagenzien

Maus-Primarantikérper: Verdinnung mit 1%igem FCS
Ziege-/Kaninchen-Primarantikorper: Verdunnung mit Antibody-Diluent
(DakoCytomation, Hamburg, Deutschland)
Maus-Anti-Ziege-/Maus-Anti-Kaninchen-Bruckenantikorper: Verdlinnung
1:1000 mit 1%igem FCS
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Sekundarantikorper: Gebrauchsfertig (Dako ChemMate™ Detection Kit
APAAP, Mouse, USA)

8.2.2. APAAP

gebrauchsfertig (Dako ChemMate™ Detection Kit APAAP, Mouse, USA)

8.2.3. Farbstoff-Substrat

Reagenzien: Substrat-Puffer, Levamisole, Chromogen Red 1, Red2, Red3 (Dako
ChemMate™ Detection Kit APAAP, Mouse, USA)
Ldsung nicht mehr als 20 Minuten vor Gebrauch ansetzen
1 Tropfen Levamisol pro 10 ml Substrat-Puffer
pro Praparat: 250 ul Substrat-Puffer + 10 yl Red 1 + 10 yl Red 2 + 10 pl
Red 3

8.2.4. 1%iges FCS

FCS (PD Dr. rer. nat. Wildner, Munchen, Deutschland) mit Tris-Puffer im

Verhaltnis 1:100 verdiinnen

8.2.5. Tris-Puffer

10fach-Konzentrat:
302,75 g 0,5 M Tris (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) und
409,08 g 1,4 M NaCl (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

in ca. 4,5 Liter Aqua dest. I6sen, pH mit HCI auf 7,6 einstellen, dann auf 5,0 Liter

auffillen

Gebrauchslosung:

Verdunnung 1:10 mit Aqua dest.
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