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1. Einleitung

1.1 Embryonalentwicklung der Netzhaut

Die embryonale Entwicklung des Auges beginnt am 22. Entwicklungstag mit der Ausstul-
pung der Augengruben an beiden Seiten des Vorderhirns. Mit Schluss des Neuralrohrs
entwickeln sich diese in der 4. Schwangerschaftswoche zu den Augenblaschen. Durch
weitere Einstulpung entwickelt sich im weiteren Verlauf in der 5. Schwangerschaftswoche
der doppelwandige Augenbecher (Barishak, 2001).

Die aul3ere Schicht des Augenbechers bildet das retinale Pigmentepithel, aus der inneren
Schicht des Augenbechers entstehen die sensorischen Netzhautschichten. Die Differen-
zierung der Zellen erfolgt zentrifugal (Moore und Persaud, 2007; Tamm und Ohlmann,
2012). In der 7. Schwangerschaftswoche kommt es durch Wanderung der proliferieren-
den Zellen nach innen zur Ausbildung der inneren Neuroblastenschicht. Hieraus gehen
im weiteren Verlauf amakrine Zellen, retinale Ganglienzellen und Muller-Zellen hervor. Die
innere plexiforme Schicht entwickelt sich im 3. und 4. Schwangerschaftsmonat, damit ein-
hergehend ist die Ausbildung der Ganglienzellschicht (Tamm und Ohlmann, 2012) mit
starker Zunahme der Anzahl der retinalen Ganglienzellen. Durch Apoptose werden diese
jedoch mit zunehmender Differenzierung der Netzhaut wieder reduziert (Provis et al.,
1985). Die Entwicklung der Zapfen beginnt in der 10. Schwangerschaftswoche, kurz da-
rauf auch die der Stabchen. Zu dieser Zeit differenzieren sich auch die Bipolar- und Hori-
zontalzellen. Die Reifung der Zapfen und Stabchen dauert bis zum 5. bzw. 13. Lebensjahr
an. Ebenso reift auch die Fovea in den ersten vier Lebensjahren weiter (Yuodelis und
Hendrickson, 1986).

Ab der 12. Schwangerschaftswoche sind die ersten Muller-Zellen in der Netzhaut nach-
zuweisen. lhre Zellkerne befinden sich zu diesem Zeitpunkt noch in der sich entwickeln-
den retinalen Ganglienzellschicht und wandern erst mit zunehmender Netzhautdifferen-
zierung in die innere Kornerschicht ein. In Abbildung 1 sind die Muller-Zellen sowie die
fetale Netzhaut in verschiedenen Entwicklungsabschnitten dargestellt. Die Anzahl der
Muller-Zellen nimmt mit zunehmender Schwangerschaftsdauer — insbesondere zum Ende

des 3. Monats — weiter zu (Spira und Hollenberg, 1973; Tamm und Ohlmann, 2012).
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Abb. 1: Darstellung der fetalen peripheren Netzhaut in Augen der 12. SSW (A), 18. SSW
(B), 27. SSW (C) und 38. SSW (D). Die Pfeile markieren exemplarisch Muller-Zellen (HE-
Farbung, 200fache VergréRerung).

1.2 Miller-Zellen

Muller-Zellen sind radiale Gliazellen. lhre Fortsatze bilden nach basal und apikal jeweils
das Stratum limitans internum und externum, ihr Zellkérper ruht in der inneren Kérner-
schicht (Abb. 2). Uber ihre Auslaufer stehen die Miiller-Zellen mit den sie umgebenden
Zellen in Kontakt (Bringmann et al., 2006). Vor allem der basal liegende Anteil des Zyto-
plasmas beinhaltet glattes endoplasmatisches Retikulum und Endosome (Juniqueira und
Carneiro, 1996).
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Abb. 2: Darstellung der Muller-Zellen in einem fetalen Auge der 23. Schwangerschafts-
woche (HE Farbung, 200fache VergroRerung). Die Pfeile markieren exemplarisch die
EndflulRe zum Glaskorper hin sowie die basalen Fortsatze.

Muller-Zellen Gbernehmen viele verschiedene Funktionen in der Netzhaut. Sie tragen zum
Beispiel zum Stabilitatserhalt bei, konnen Einfluss auf den Stoffwechsel nehmen oder als
Lichtleiter der Netzhaut dienen. In den folgenden Abschnitten wird genauer auf die ver-
schiedenen Funktionen eingegangen.

Eine wichtige Aufgabe der Muller-Zellen ist der Stabilitatserhalt der Netzhaut. Muller-Zel-
len sind in regelmaRigen Abstanden zueinander angeordnet. Zusammen mit den amakri-
nen Zellen, Photorezeptoren und bipolaren Zellen der Netzhaut bilden Muller-Zellen ,Sau-
len®, welche eine funktionelle Informationsverarbeitungseinheit bilden. Zudem wird ange-
nommen, dass Muller-Zellen den bipolaren und amakrinen Zellen als ,Stutzleiter” bei de-
ren Wanderung durch die Netzhaut wahrend der Embryonalentwicklung dienen
(Reichenbach et al., 1994).

Durch ihren Aufbau, der sich Uber die gesamte Netzhautdicke erstreckt, sind Muller-Zellen
fur die Stutzfunktion gut gerustet. Zwischen den einzelnen Muller-Zellen und den sie um-
gebenden Photorezeptoren befinden sich Aktin-Filamente, die mitverantwortlich fur den
Stabilitatserhalt der Netzhaut sind (Vaughan und Fisher, 1987).
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Muller-Zellen scheinen sich auch an mechanische Veranderungen in der Netzhaut anzu-
passen. In Untersuchungen mit einem fur diese Zwecke hergestellten Zugapparat fanden
Lindqvist et al. heraus, dass Muller-Zellen in Meerschweinchen- und Rattenaugen auf me-
chanischen Zug der Retina reagieren. So zeigten sich etwa erhohte intrazellulare Calci-
umwerte in den Mduller-Zellen sowie erhohte Werte des Transkriptionsfaktors c-Fos. Es
zeigte sich jedoch keine Veranderung der Expression von Intermediarfilamenten
(Lindqvist et al., 2010). Auch in humanen Muller-Zellen wurden auf mechanischen Zug
reagierende lonen-Kanale gefunden (Puro, 1991). Es bleibt zu klaren, inwiefern diese An-
passungsmechanismen auch bei den mechanischen Veranderungen wahrend des retina-

len Wachstums von fetalen Augen eine Rolle spielen.

Muller-Zellen spielen aul’erdem eine wichtige Rolle bei der metabolischen Versorgung
der Netzhaut. Sie sind zum Beispiel in der Lage, Glutamat und Gamma-Aminobuttersaure
(GABA) aus dem Extrazellularraum aufzunehmen und tragen somit zur Regulation der
synaptischen Antwort der Photorezeptoren bei. Die GABA-Aufnahme erfolgt Uber einen
natrium- und chloridabhangigen Transporter (GAT1), die Aufnahme von Glutamat in die
Muller-Zellen erfolgt Uber natriumabhangige Glutamat-Aspartat-Transporter (GLAST)
(Bringmann et al., 2013). Zudem konnen Mduller-Zellen Glutamat ausschutten (Slezak et
al., 2012).

Auch bei der Entstehung eines klaren und scharfen optischen Bildes auf der Netzhaut
scheinen Muller-Zellen eine wichtige Rolle einzunehmen. Wahrend des Durchtritts von
Licht durch die Netzhaut kommt es zur Lichtbrechung an den Zellorganellen und Fortsat-
zen der Netzhautbestandteile. Aufgrund ihrer Ausdehnung Uber die gesamte Netzhautdi-
cke kommen als Lichtleiter vor allem die Muller-Zellen in Frage. Franze et al. fanden in
Untersuchungen mit Laserlicht heraus, dass Muller-Zellen eine weitestgehend brechungs-
arme Lichtpassage ermdglichen. Im Bereich der Muller-Zellen zeigt sich deutlich weniger
zuruckgeworfenes Licht. Dies liegt an ihrer Ausrichtung entlang des Lichtweges sowie an
ihrem zellularen Aufbau mit wenigen Zellorganellen im Lichtweg. Muller-Zellen Gberneh-
men somit in der Netzhaut eine ahnliche Rolle wie Glasfaserkabel. Durch das Vorhanden-
sein der Muller-Zellen wird das optische Bild, das auf der Netzhaut abgebildet wird, ver-
bessert (Franze et al., 2007).
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Muller-Zellen sind des Weiteren an der Aufrechterhaltung der Blut-Retina-Schranke be-
teiligt. Sie sind wie Astrozyten in der Lage, die Impermeabilitat der Endothelzellverbande
zu unterstutzen (Tout et al., 1993). Auch unter pathologischen Bedingungen, wie zum
Beispiel bei Hypoxie, nehmen Mduller-Zellen durch die Ausschuittung von in die Angioge-
nese eingreifenden Faktoren (zum Beispiel PEDF, TGF-beta 2 und TSP-1) Einfluss auf
diese und unterstutzen antiproliferative und proapoptotische Signalwege (Eichler et al.,
2004).

Uber die bisher genannten Eigenschaften und Aufgaben von Muller-Zellen hinaus sind
diese in einigen Tierarten auch in der Lage in den Zellzyklus einzutreten und retinale Vor-
lauferzellen zu produzieren. Diese kdnnen sich dann zu Zapfen oder Stabchen differen-
zieren. Dies wurde zum Beispiel bei Zebrafischen (Bernardos et al., 2007) und Ratten
(Kubota et al., 2006) nachgewiesen.

Zusammenfassend ubernehmen Muller-Zellen viele verschiedene Aufgaben in der Netz-
haut — von metabolischen wie der Produktion und Entsorgung von Stoffen, Uber mecha-
nische wie dem Stabilitatserhalt der Netzhaut. Durch die Regulation der synaptischen Ant-
wort der Photorezeptoren sowie ihr Potential als ,,Glasfaserkabel” der Netzhaut zu dienen,
optimieren Muller-Zellen das Bild der Umwelt, welches auf der Netzhaut entsteht.

Im Folgenden wird auf die untersuchten Antikorper eingegangen:

1.3 Nestin

Nestin ist ein Typ VI Intermediarfilament, welches im sich entwickelnden Nervensystem
zu finden ist und dort von neuronalen Vorlauferzellen exprimiert wird. Hier sorgt Nestin fur
die Stabilitat der Zellstruktur wahrend der Migration und den weitreichenden strukturellen
Veranderungen des sich entwickelnden Nervensystems. Im Vergleich zu anderen Inter-
mediarfilamenten besitzt Nestin ein verhaltnismalig kurzes N-terminales Ende mit nur 11
Aminosauren und ein langes C-terminales Ende mit 1314 Aminosauren (Lendahl et al.,
1990). Wahrend der neuronalen Differenzierung kommt es zu einer Herunterregulation
der Nestin-Expression (Dahlstrand et al., 1992).
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Nestin spielt bei vielen Zellentwicklungsschritten eine Rolle. So unterstutzt Nestin die Zelle
bei der Mitose und spielt vermutlich auch bei der Zellregeneration eine Rolle. Durch Hoch-
bzw. Herunterregulation der Nestin-Expression wird das Verhalten von Vimentin bei der
Mitose beeinflusst. Wird Nestin herunterreguliert, verharren die Vimentin-Filamente zu-
sammengeschlossen wahrend der gesamten Mitose (Chou et al., 2003).

Aulerdem handelt es sich bei Nestin um einen Stammzellmarker, der im sich entwickeln-
den Nervensystem (Lendahl et al., 1990) und bei Ratten unter anderem in der sich entwi-
ckelnden Niere und im Herzmuskel nachgewiesen werden konnte (Wagner et al., 2006).

Nestin wurde in fetalen humanen Augen zwischen der 15. und 19. Schwangerschaftswo-
che in differenzierten und undifferenzierten Muller-Zellen nachgewiesen (Walcott und
Provis, 2003). Auch in embryonalen Augen zwischen der 5. und 12. Schwangerschafts-
woche konnte Nestin mittels Immunhistochemie und Immunfluoreszenz in Mesenchym,
Sklera, Chorioidea, Linse und in der frihen Fetalzeit auch in langlichen Zellen der Netz-

haut nachgewiesen werden (Matas et al., 2015).

Nestin befindet sich aullerdem in frihen embryonalen Stammzellen, die sich in Neuro-
ektoderm, Mesoderm und Entoderm differenzieren kdnnen, sowie in adulten Rattenaugen
nach Verletzung wie zum Beispiel bei Hypoxie in den Endfuf3en der Muller-Zellen (Xue et
al., 2011), beim Glaukom oder nach Durchtrennung des Nervus opticus (Xue et al., 2010).
Dies deutet auf eine potenzielle Rolle von Nestin bei der Geweberegeneration hin (Wiese
et al., 2004).

1.4 CD44

Bei CD44 (Cluster of Differentiation) handelt es sich um eine grol3e Gruppe von trans-
membranen Glykoproteinen, die mit vielen Komponenten der Extrazellularmatrix intera-
gieren (Morath et al., 2016). Des Weiteren ist CD44 — ebenso wie Nestin — ein Stamm-
zellmarker und wurde in fetalem Blut, Leberzellen und Knochenmark nachgewiesen

(Campagnoli et al., 2001).

Eine wichtige Fahigkeit von CD44 ist die Bindung von Hyaluronsaure (Aruffo et al., 1990).

Hierfur sind zwei Bindungsregionen notwendig. Eine Bindungsstelle befindet sich am NH-



15

Ende von CD44, die andere in dem der Membran angrenzenden Molekulanteil. Wichtig
fur die Bindung von Hyaluronsaure sind vor allem die basischen Anteile der Bindungsstel-
len (Peach et al., 1993).

Auch im Auge konnte CD44 nachgewiesen werden. Bei der Untersuchung von Muller-
Zellen in Maus-Embryonen zeigte sich eine CD44-Expression in den Muller-Zellen ab dem
12. Tag postnatal (Shinoe et al., 2010). In fetalen menschlichen Augen wurde CD44 in
einer Kohorte mit vier Augen zwischen der 6. und 21. Schwangerschaftswoche ab der 21.
Schwangerschaftswoche in den Muller-Zellen nachgewiesen (Nishina et al., 1997). Auch
in gesunden adulten Augen konnte CD44 in Muller-Zellen nachgewiesen werden. Hier
wurde CD44 vor allem in den Fortsatzen der Muller-Zellen in der peripheren Netzhaut
exprimiert (Too et al., 2017).

Zudem konnte in verschiedenen Tumorzellen eine vermehrte Expression von CD44 nach-
gewiesen werden, beispielsweise im Adenokarzinom des Pankreas (Li et al., 2014), in
Gliomen (Pietras et al., 2014) oder im kolorektalen Karzinom (Wielenga et al., 1993).
CD44 wird von ruhenden Lymphozyten in geringem Ausmal} exprimiert. Bei Aktivierung
der T-Zellen kommt es zu einer Hochregulation von CD44-|soformen. Durch die Aktivie-
rung kommt es zu einer deutlichen Steigerung der Wanderungsbereitschaft und Verande-
rung der Adhasionseigenschaften der T-Zellen (Koopman et al., 1993). CD44 nimmt somit
eine wichtige Rolle bei der Zellkommunikation, insbesondere mit Hyaluronsaure, und dem
Uberleben von Krebs-Stammzellen ein (Tamada et al., 2012). All dies fUhrt dazu, dass
CD44 im Fokus als potentieller Biomarker fur Krebs-Stammzellen oder in Zukunft als An-
griffspunkt fur ,targeted therapies® steht (Yan et al., 2015).

1.5 Kollagen IX

Die Familie der Kollagene beinhaltet 28 Mitglieder, die alle mindestens eine Triple-Helix-
Struktur aufweisen und sich im Extrazellularraum ablagern. Kollagene spielen eine wich-

tige Rolle bei der Organisation und dem Strukturerhalt von Geweben (Ricard-Blum, 2011).

Das Heterotrimer Kollagen IX hat eine Gesamtlange von 171 bis 190 nm (Duance et al.,
1984) und besteht aus drei relativ kurzen Triple-Helices (COL1, COL2 und COL3), die von
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vier nicht Triple-Helices umgeben werden (NC1, NC2, NC3 und NC4). Durch diesen Auf-
bau entsteht ein flexibles Molekul (Bishop et al., 1992). Es handelt sich bei Kollagen IX
somit um ein FACIT-Kollagen (Fibril-associated collagen with interrupted triple-helices).
Diese Gruppe der Kollagene, die nur in Assoziation mit anderen Fibrillen auftreten, wurde
erstmals 1989 beschrieben (Gordon et al., 1989). Zu der Gruppe der FACIT-Kollagene
zahlen unter anderem auch Kollagen XII, X1V, XVI und XIX. Kollagen IX bildet keine eige-
nen Polymere, sondern Fibrillen mit anderen Kollagenen. Dafur lagert sich Kollagen IX

uber kovalente Crosslink-Verbindungen an Kollagen Il an (Eyre et al., 1987).

Kollagen IX wurde erstmals 1985 von van der Rest et al. beschreiben (van der Rest et al.,
1985) und ist zum Beispiel im Glaskorper zu finden. Hier macht Kollagen IX ungefahr 25
% des Gesamtkollagens aus und liegt auch hier in Verbindung mit Kollagen Il vor (Bos et
al., 2001). In humanen fetalen Augen wurde Kollagen IX bereits von Herwig et al. in Kon-
junktiva- und Korneaepithel (Herwig et al., 2013) sowie in Muller-Zellen (nicht publiziert)
nachgewiesen. AulRerhalb des Auges findet sich Kollagen IX zum Beispiel im adulten Ge-

lenkknorpel und bildet dort bis zu 5 % des Gesamtknorpels (Eyre et al., 2006).

1.6 GFAP

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) wurde erstmal 1971 im zentralen Nervensystem von
Patienten mit Multipler Sklerose von Eng et al. beschrieben (Eng et al., 1971). Es ist ein
Intermediarfilament, welches hochspezifisch fur Astroglia ist. GFAP, das zusammen mit
Vimentin, Desmin und Peripherin zur Klasse Il der Intermediarfilamente zahlt, wird vor
allem von reifen Astrozyten exprimiert (Dahlstrand et al., 1992). Zudem wurde GFAP auch
in Schwann-Zellen sowie Nicht-Gliazellen nachgewiesen, zum Beispiel in myoepithelialen
Zellen, Chondrozyten sowie in Fibroblasten unterschiedlicher Gewebe (Hainfellner et al.,
2001).

Das menschliche GFAP-Gen ist auf Chromosom 17 lokalisiert. GFAP hat ein Molekulge-
wicht von 49 kDa und besteht aus der zentralen ,.Stab“-Region und aus einem sehr kurzen

amino-terminalen sowie einem carboxy-terminalen Ende, die fur die Ausbildung der
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GFAP-Filamente sowie fur die Interaktion mit anderen Intermediarfilamenten und Protei-
nen wichtig sind (Reeves et al., 1989). Es sind bislang acht Isoformen von GFAP bekannt,
die wahrscheinlich verschiedene Funktionen erfullen (Middeldorp und Hol, 2011).

Als Intermediarfilament ist eine der Hauptfunktionen von GFAP das Zytoskelett der Zelle
zu stutzen. Diese Funktion ubernimmt GFAP in den Astrozyten zusammen mit Vimentin,
Nestin und Synemin (Middeldorp und Hol, 2011). In GFAP-Knockout-Mausen sorgte das
Fehlen von GFAP fur eine heruntergesetzte Stabilitat der EndfulRe der Muller-Zellen unter
mechanischer Belastung (Lundkvist et al., 2004). Eine weitere wichtige Aufgabe von
GFAP ist die richtige Ausrichtung der Zellfilamente wahrend der Mitose. Dies geschieht
durch Phosphorylierungsvorgange (Inagaki et al., 1994). Eine wichtige Funktion von Ast-
rozyten ist die Ausbildung von Synapsen und damit verbunden die Sekretion und Wieder-
aufnahme von Neurotransmittern. Bei dem Transport von Glutamat durch den GLAST-
Transporter zeigt sich eine starke Zunahme der Transportfahigkeit unter Vorhandensein
von GFAP. Zudem sorgt GFAP mithilfe von NHERF1 (Natrium-Wasserstoff-Antiporter 3-
Regulator 1) und Ezrin fur die Verankerung des GLAST-Transporters in der Membran der
Astrozyten (Sullivan et al., 2007).

GFAP konnte in adulten Augen in Muller-Zellen bisher nur in nicht physiologischen Zu-
standen, etwa bei Netzhautschadigung, nachgewiesen werden. In den gesunden Augen
der Kohorte farbten sich keine Muller-Zellen, sondern nur retinale Astrozyten (Okada et
al., 1990). Ebenso konnte im Glaskorper von Patienten mit epiretinaler Gliose oder Netz-
hautablosung eine erhohte GFAP-Konzentration nachgewiesen werden (Junemann et al.,
2015). In Rattenaugen fand man eine erhohte GFAP-Expression in Muller-Zellen nach
Abklemmen der okularen Blutzufuhr (Osborne et al., 1991).

Bezogen auf die menschliche Entwicklung zeigten mehrere Studien die erste Expression
von GFAP wahrend der embryonalen Entwicklung in den Gliazellen der subventrikularen
Zone des menschlichen Gehirns ab der 13. Schwangerschaftswoche und eine Zunahme
der GFAP-Expression mit zunehmenden Gestationsalter (Middeldorp et al., 2010). Die
GFAP-Expression nimmt bei Erwachsenen mit zunehmendem Alter sowie bei Schadigung
des Gehirns zu (Middeldorp und Hol, 2011).
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1.7 Abusive Head Trauma

Das Abusive Head Trauma (AHT) ist ein Schutteltrauma bei Sauglingen, das durch Scher-
und Rotationskrafte bei starkem Schutteln des Kindes verursacht wird. Friher wurde das
AHT auch als kindliches Schutteltrauma oder Shaken-Baby-Syndrom bezeichnet. Zu den
haufig bei diesem Syndrom auftretenden Verletzungen gehéren Netzhautblutungen, Sub-
duralblutungen durch Einriss der Bruckenvenen und Knochenbriche der Rippen oder des
Ruckens (Nadarasa et al., 2014). Das AHT verlauft in 30 % der Falle letal. Die uberleben-

den Kinder tragen haufig schwere kognitive Defizite davon (Keenan et al., 2007).

Aus forensischen Grinden werden die Augen der verstorbenen Kinder haufig auch durch
Ophthalmopathologen untersucht, da es einige auf das AHT hinweisende ophthalmologi-
sche Befunde gibt, welche die Diagnosestellung unterstutzen konnen. Insbesondere aus-
gepragte bilaterale Netzhautblutungen sind charakteristisch. Dennoch mussen alle mog-
lichen Ursachen fur retinale Blutungen (zum Beispiel Gerinnungsstorungen oder Gefal3-
verschlisse) sorgfaltig ausgeschlossen werden. Weitere typische okulare Befunde um-
fassen perimakulare Falten mit hamorrhagischer makularer Retinoschisis und Einblutun-
gen in die Sehnervenscheiden (Verdijk und Herwig-Carl, 2020). Diese sind jedoch eben-
falls nicht pathognomonisch (Breazzano et al., 2014; Nadarasa et al., 2014). In einer Un-
tersuchung von Wygnanski-Jaffe et al. wurden Netzhautblutungen nach AHT in 16 von 18
untersuchten Augen gefunden. In der Kontrollgruppe mit Augen nach akzidentiellem Un-
falltrauma fanden sich Netzhautblutungen nur in 3 von 18 Augen. Auch Blutungen der
Nervenhulle des Nervus opticus fanden sich in den Augen der Kinder mit AHT haufiger
als in den Augen der Kontrollgruppe (Wygnanski-Jaffe et al., 2006). Als mogliche Erkla-
rung fur die Kombination der ophthalmologischen Befunde, die sich in dieser Kombination
aulderordentlich oft in Verbindung mit dem AHT zeigen, gibt es verschiedene Theorien.
Ein Grofteil sieht als Hauptursache die wiederholte Akzeleration und Dezeleration, die
spezifisch fur das Schutteln beim AHT ist. Dadurch kommt es zum Zug des Glaskorpers
an der Netzhaut. Des Weiteren wird davon ausgegangen, dass durch die feste Veranke-
rung der Augenstrukturen in der Orbita ein Drehpunkt entsteht, gegen den die Kraft bei
der Beschleunigung und dem Abbremsen fokussiert wird und somit zu den Verletzungen
fuhrt (Breazzano et al., 2014; Wygnanski-Jaffe et al., 2006).
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1.8 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wird das Expressionsmuster der Stammzellmarker bzw. Struk-
turproteine Nestin, CD44, Kollagen IX und GFAP in 39 Augen von Feten der 11. bis 38.
Schwangerschaftswoche untersucht. Es gibt bisher keine Untersuchung zur Expression
von Nestin, CD44, Kollagen IX und GFAP in fetalen Augen einer ahnlich gro3en Kohorte.
Besonderes Augenmerk wurde auf die Expression der Marker in fetalen Muller-Zellen ge-
legt. Zudem wurden sechs Augen von Kindern, die im Alter von einem bis neun Monaten
verstarben, untersucht. Funf der Kinder starben am AHT, ein Kind verstarb an einem un-

klaren Syndrom.

Ziel der Arbeit ist es, anhand des Expressionsmusters Rickschlisse auf die Plastizitat
und Reifung der Muller-Zellen wahrend der fetalen und fruhkindlichen Entwicklung zu zie-

hen.
Im Einzelnen werden folgende Fragestellungen gepruft:

1. Welche Strukturen im fetalen Auge exprimieren Nestin, CD44, Kollagen IX und
GFAP?

2. Ab welchem Zeitpunkt lassen sich Muller-Zellen in fetalen Augen immunhistoche-
misch nachweisen?

3. Gibt es raumliche Unterschiede in der Farbungsintensitat der Marker in den Muller-
Zellen in der Netzhaut?

4. Zeigt sich ein zeitlicher Unterschied der Farbungsintensitat der Muller-Zellen im
Verlauf der Schwangerschaft und postnatal?

5. Was sagen diese Beobachtungen Uber die Plastizitat und den Reifungsprozess der
Muller-Zellen wahrend der fetalen und frihkindlichen Entwicklung aus?



20

2. Material und Methoden

2.1 Material

Untersucht wurden 39 fetale Augen der 11. bis 38. Schwangerschaftswoche sowie sechs
Augen von Kindern im Alter von einem bis neun Monaten (Abb. 3). Die fetalen Augen
wurden im Rahmen der kinderpathologischen Obduktion in der Pathologie des Universi-
tatsklinikums Bonn routinemalfig entnommen und zur ophthalmopathologischen Begut-
achtung an das ophthalmopathologische Labor der Universitats-Augenklinik Bonn weiter-
geben, wo sie auch archiviert wurden. Die Auswahl der untersuchten Augen orientierte
sich am Alter der fetalen Augen sowie der guten Erhaltung der okularen Strukturen (ohne
ausgepragte Artefakte), insbesondere der Netzhaut, welche an HE-Schnitten ermittelt
wurde. Drei kindliche Augen stammten aus dem ophthalmopathologischen Labor der Uni-
versitats-Augenklinik Bonn. Drei weitere kindliche Augen wurden von der Ophthalmopa-
thologie der Universitat Kiel zur Verfugung gestellt. In allen Fallen liegt die Einwilligung
der Eltern sowie ein Ethikvotum der Ethikkommission des Universitatsklinikums Bonn vor.

Verwendet wurde pro Fet nur ein Auge eines Augenpaares. Die Kohorte beinhaltete zwei
Zwillingspaare. Von den 39 untersuchten fetalen Augen stammten 21 von mannlichen und
16 von weiblichen Feten, bei zwei fetalen Augen war das Geschlecht unbekannt. Von den
sechs untersuchten kindlichen Augen stammten vier von mannlichen und zwei von weib-

lichen Sauglingen.

Neun Feten verstarben postnatal. Insgesamt 29 Feten verstarben intrauterin, davon 21
durch Fetozid. Bei einem Fet war die Todesart unbekannt. Funf frihkindliche Augen
stammten von Sauglingen, die am AHT verstarben. Ein frihkindliches Auge stammte von
einem Fruhgeborenen der 36+5 SSW, das einen Monat nach der Geburt an einem unkla-

ren Syndrom verstarb.



21

A
'

1. Trimester | 2. Trimester H 3. Trimester
'

33—

Haufigkeit

/

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 26 27 28 32 34 38// 1 2 3 4 9
Schwangerschaftswoche Alter in Monaten

Abb. 3: Altersverteilung der untersuchten fetalen und kindlichen Augen. Modifiziert nach
(Bulirsch et al., 2022).

Der Mittelwert des Alters der fetalen Augen lag bei 19 SSW (Median: 18 SSW). Bei den
kindlichen Augen lag der Altersmittelwert bei 3,5 Monaten (Median: 3 Monate).

2.2 Vorbehandlung und immunhistochemische Anfarbung der Augen

Von den formalin-fixierten, Uber Xylol und Alkohol in Paraffinblocke eingebetteten Augen
wurden mithilfe eines Rotations-Mikrotoms 5 ym dinne Schnitte angefertigt, welche im
Wasserbad bei 45 °C geglattet und anschliefend auf Objekttrager gezogen wurden. Es
wurde darauf geachtet, dass insbesondere die Netzhaut gut auf der gewahlten Schnitt-
ebene zu sehen war. Anschliel3end wurden die Schnitte Uber Nacht bei 37 °C im Warme-
schrank getrocknet.

Am folgenden Tag wurden die Schnitte in Xylol zuerst entparaffiniert und dann in einer
absteigenden Alkoholreihe (100 %, 96 %, 80 %, 70 %) rehydriert und mit destilliertem
Wasser gespult.

Da durch die Formalinfixierung und Paraffineinbettung Antigene maskiert werden konnen,
wurde als nachster Schritt eine Hitzedemaskierung durchgefuhrt, um die Epitope in den
nachsten Schritten fur die Antikorper wieder zuganglich zu machen. Hierflir wurden die
Schnitte fur 20 Minuten in einem mit Citratpuffer (pH 6,0) gefullten Gefal3 in der Mikrowelle
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bei 750 Watt erhitzt. Nach dem Abkuhlen wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser
abgespult und anschlie3end 30 Minuten mit 5 % Tris Buffered Saline und Rinderserumal-
bumin Puffer (TBS/BSA) behandelt. Als nachsten Schritt wurden die Objekttrager zweimal
fur jeweils 10 Minuten in 1 % TBS/BSA gestellt.

Im Anschluss wurde der Puffer vorsichtig von den Objekttragern abgesaugt. Um unspezi-
fische Antikorper-Bindungen zu vermeiden, wurden die Praparate mit Proteinblock behan-
delt, der fur 10 Minuten bei Raumtemperatur einwirkte und dann abgesaugt wurde. Nach
erneutem Absaugen wurden anschlielend die mit 1 % TBS/BSA angesetzten Primaran-
tikorper auf die einzelnen Praparate aufgetropft. Die mit PrimarantikOrper behandelten
Objekttrager wurden dann uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank in einer feuchten Kammer
inkubiert.

Am folgenden Tag wurden die Objekttrager aus dem Kuhlschrank genommen und fur 30
Minuten auf Raumtemperatur erwarmt. Um Uberschussigen Primarantikorper zu entfer-
nen, wurden die Praparate anschlieRend dreimal mit destilliertem Wasser gespult. Um die
unspezifische Hintergrund-Markierung durch die endogene Peroxidase des Sekundaran-
tikorpers zu verhindern, wurden die Praparate fur 10 Minuten mit 3 %iger Wasserstoffper-
oxidlésung geblockt und danach fur 20 Minuten mit 1 % TBS/BSA behandelt. Nach er-
neutem Abspulen mit destillietem Wasser wurde der Sekundar-Antikorper aufgetropft
und die Praparate bei Raumtemperatur fur 60 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurden die
Praparate erneut mit destilliertem Wasser abgespult und danach fur 20 Minuten mit TBS
behandelt.

Die Farbung mit der LSAB-Methode wurde in dieser Versuchsreihe mit der 2-Schritt-Me-
thode mit einem markierten Horseradish-Peroxidase Polymer-Sekundarantikorper (HRP)
durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurde ein unkonjugierter Primarantikorper gegen ein
Epitop des gesuchten Antigens auf das zu untersuchende Gewebe aufgetragen. Darauf-
hin erfolgte die Konjugation mit dem markierten HRP Polymer-Sekundarantikorper. Zur
Visualisierung der Antigen-Antikorperreaktion wurde dann eine Losung aus 3-Amino-9-
Ethylcarbol (AEC) und Wasserstoffperoxid (H-O2) aufgetropft und nach 20 Minuten Ein-
wirkzeit abgespult, wodurch sich eine rotbraune Farbung der Antigen-AntikGrperreaktion
ergibt. Zuletzt wurden die Praparate mithilfe der Hamalaun-Kernfarbung nach Meyer ge-

farbt und dann eingedeckt.
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2.3 Auswertung

Die Augen wurden von zwei unabhangigen Untersuchern (LMB, MCHC) lichtmikrosko-
pisch in Bezug auf die Farbeintensitat und die Lokalisation der Muller-Zellen in den ange-
farbten Netzhautabschnitten ausgewertet. In insgesamt 19 von 1246 Fallen kam es zu
unterschiedlicher Bewertung der Farbintensitat. In diesen Fallen erfolgte eine erneute ge-

meinsame Auswertung, bei der sich in allen Fallen auf einen Farbscore geeinigt wurde.

Die Intensitat der Farbreaktion wurde semiquantitativ mit dem Immunreaktivitadtsscore mo-
difiziert nach Remmele beschrieben (Tab. 1 und Abb. 4).

Tab. 1: Beschreibung der Intensitat der Farbreaktion.

0 keine Farbreaktion (Abb. 3A)

1 schwach positive Farbreaktion (Abb. 3B)

2 mittelgradig positive Farbreaktion (Abb. 3C)
3 stark positive Farbreaktion (Abb. 3D)
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Abb. 4: Exemplarische Darstellung des angewendeten Farbscores am Beispiel von Nes-
tin in der fetalen Netzhaut. A: keine Farbreaktion entsprechend Score 0, B: schwach po-
sitive Farbreaktion entsprechend Score 1, C: mittelgradig positive Farbreaktion entspre-
chend Score 2, D: stark positive Farbreaktion entsprechend Score 3. (200fache Vergro-
Rerung).

Zur Auswertung der Lokalisation wurden die Augen in sieben Netzhautabschnitte unter-
teilt (Tab. 2 und Abb. 5).
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Tab. 2: Beschreibung der Einteilung der Netzhautabschnitte.

1 Posteriorer Pol mit Makula und Nervus opticus

2N | Posteriorer Pol bis Aquator nasal

2T | Posteriorer Pol bis Aquator temporal

3N | Aquator bis Langefalte nasal

3T | Aquator bis Langefalte temporal

4N | Langefalte nasal

4T | Langefalte temporal

I;ﬂ\ T

5
v D

~ Lid Hornhaut

unica vagculosa

Aderhaut

Sklera

Nervus opticus

Abb. 5: Darstellung der raumlichen Einteilung der Augen am Beispiel eines fetalen Auges
der 14. Schwangerschaftswoche (1: posteriorer Pol, 2N: posteriorer Pol bis Aquator nasal,
2T: posteriorer Pol bis Aquator temporal, 3N: Aquator bis Langefalte nasal, 3T: Aquator
bis Langefalte temporal, 4N: Langefalte nasal, 4T: Langefalte temporal). Modifiziert nach
(Herwig-Carl, 2015).
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Far die Auswertung wurden die Augen ihrem Alter entsprechend in Altersgruppen einge-
teilt (Tab. 3 und Abb.3).

Tab. 3: Definition der einzelnen Altersgruppen mit Angabe der Gruppengrofie.

Gruppe Alter Anzahl (n)

1. Trimester 1. bis 12. Schwangerschaftswoche 3

2. Trimester 13. bis 24. Schwangerschaftswoche 29

3. Trimester 25. bis 38. Schwangerschaftswoche 7

Frahkindlich 1. bis 8. Monat postnatal 6
2.4 Statistik

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit dem Softwarepaket IBM SPSS 25. Es
wurde ein gemischt lineares Modell nach Greenhouse-Geisser mit anschliefiender Post-
hoc Korrektur nach LSD (Least significant difference) verwendet. Als Signifikanzniveau
wurde p<0,05 festgelegt.

2.5 Antikorper

Monoclonal Antibody to Nestin (C-term) // AM20271PU-S ACRIS // Clone SP103 // Lot:
140821LVC (Rabbit/lgG) // Verdinnung 1:100

Monoclonal Antibody to CD44 // SM3153P ACRIS // Clone MEM-85 // Lot: 522818
(Mouse/ IgG2b) // Verdunnung 1:50

Monoclonal Mouse Anti Human // Glial Fibrillary Acidic Protein // DAKO // Clone 6F2 //
Ref: M0761 // Lot: 20024870 (Mouse/lgG1) // Verdunnung 1:50

Monoclonal Antibody to Collagen type IX // AF6410 ACRIS // Clone 23-5D1 // Lot:
A150264BH (Mouse/lgG2a) // Verdinnung 1:90

Sekundar Antikorper (Dako EnVision Dual Link System HRP, K4063, Lot 10101679)



2.6 Gerate und Reagenzien
Xylol

Tris Puffer

Citronensaure Monohydrat
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
Natriumchlorid
Wasserstoffperoxid

BSA

Proteinblock

AEC

Objekttrager
Mikroskop

Kamera
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(PanReac AppliChem)

(Roth)

(Merck)

(Roth)

(Roth)

(Roth)

(Albumin 1gG frei Roth)

(Dako, Serum Free, Ready to Use)

(Dako AEC+ High Sensitivity Substrate
Chromogen Ready to Use)

(Marienfeld)
(Olympus BX50)

(Nikon DS-Vi1)
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3. Ergebnisse

Von den 39 untersuchten fetalen Augen zeigten bei Betrachtung aller vier Antikorper ins-
gesamt acht Augen keine Farbreaktion in den Muller-Zellen. Da sich jedoch die jeweiligen
Kontrollstrukturen, bei Kollagen IX die Linse bzw. bei GFAP der Nervus opticus, anfarbten,
kann ein systematischer Fehler bei der Immunfarbung dieser Augen ausgeschlossen wer-
den.

Unter den kindlichen Augen zeigten alle Augen fur jeweils unterschiedliche Antikorper
eine Farbreaktion.

Zusammenfassend konnten Muller-Zellen ab der 12. Schwangerschaftswoche immunhis-
tochemisch nachgewiesen werden. Je nach Alter der Augen zeigten sich fur die unter-
suchten Marker unterschiedliche Expressionsmuster bezogen auf die einzelnen Netzhaut-
abschnitte. Dies wird in den folgenden Abschnitten dargestellt.

3.1 Nestin

In unserer Untersuchung zeigten 24 der 39 fetalen Augen (61,5 %) von der 12. bis zur 34.
SSW sowie ein kindliches Auge (4 Monate) eine Farbreaktion der Muller-Zellen auf Nestin.
Nestin wurde in fetalen Augen ab der 12. SSW exprimiert. Das Expressionsmuster fur
Nestin lasst sich am ehesten als zentrifugal beschreiben. Jingere fetale Augen zeigten
uber die gesamte Netzhaut verteilt eine Farbreaktion gegen Nestin, wahrend altere fetale
Augen starker ausgepragt in der peripheren Netzhaut eine Farbreaktion zeigten. Die fruh-
kindlichen Augen zeigten bis auf ein Auge keine Farbreaktion.

3.1.1 Nestin-Expression bezogen auf die Lokalisation

Bei der Betrachtung der Expression von Nestin in den Muller-Zellen sahen wir einen sta-
tistisch signifikanten Unterschied in Bezug auf die Anfarbung der Muller-Zellen in den ein-
zelnen Netzhautabschnitten (p=0,005). Die fetalen Augen waren in der peripheren Netz-
haut, insbesondere der Langefalte, starker gefarbt als in den zentralen Netzhautabschnit-
ten (Abb. 6 und Abb. 7).
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Abb. 6: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur Nestin der
Muller-Zellen zwischen posteriorem Pol und Aquator (A) gegenlber den Miller-Zellen der
Langefalte (B) in einem fetalen Auge der 24. SSW (200fache Vergroflerung).
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Abb. 7: Darstellung der immunhistochemischen Farbung fir Nestin der Muller-Zellen in
den einzelnen Netzhautabschnitten. Modifiziert nach (Bulirsch et al., 2022).
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Am posterioren Pol zeigte sich vor allem bei den jungen fetalen Augen in der 13. bis 18.
SSW eine schwach positive (Score 1) bis stark positive (Score 3) Immunreaktion (Mittel-
wert 1,67) der Muller-Zellen auf Nestin. In diesen SSW waren 9 von 16 Augen gefarbt
(Farbscore 1 bis 3) (Abb. 8). Fetale Augen in spateren SSW und die kindlichen Augen
waren nur in wenigen Ausnahmen am posterioren Pol angefarbt. Bei den fetalen Augen

ab der 19. SSW farbten sich die Muller-Zellen am posterioren Pol nur bei 2 von 20 Augen

an (Farbscore 1 und 2).
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Abb. 8: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur Nestin der
Muller-Zellen der Netzhaut am posterioren Pol eines fetalen Auges der 15. SSW (A) ge-
genuber einem fetalen Auge der 26. SSW (B) (400fache Vergroflierung).

Die Miiller-Zellen vom posterioren Pol bis zum Aquator zeigten vereinzelt bis zur 22. SSW
eine Immunreaktion auf Nestin (9 nasal und 6 temporal von 28 Augen). Zudem zeigte sich
eine schwach positive Anfarbung (Farbscore 1) in allen Augen zwischen der 23. und 26.
SSW (n=5). In diesem Netzhautabschnitt zeigte sich sowohl nasal als auch temporal kein
Unterschied der Farbintensitat bezogen auf das Gestationsalter.

In der Netzhaut zwischen Aquator und Langefalte farbten sich Miller-Zellen tber die ge-
samte Schwangerschaft verteilt (nasal 16 und temporal 15 von 39 Augen) an. Ab der 23.
SSW kam es jedoch zu einer vermehrten Farbreaktion (nasal und temporal 8 von 11 Au-

gen).
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Auch in der Langefalte farbten sich die Muller-Zellen ab der 23. SSW stark (nasal 7 und
temporal 9 von 11 Augen) an (Abb. 9). Vor der 23. SSW reagierten die Muller-Zellen der
Langefalte vereinzelt auf Nestin (8 nasal und 10 temporal von 28 Augen).
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Abb. 9: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur Nestin der
Muller-Zellen der Langefalte eines fetalen Auges der 15. SSW (A) gegenuber einem feta-
len Auge der 23. SSW (B) (100fache Vergrolerung).

Bei den kindlichen Augen zeigte nur ein Auge (4 Monate) eine Farbreaktion auf Nestin.
Dieses Auge zeigte in allen Netzhautabschnitten eine schwach positive bis stark positive
Farbreaktion (Score 1 bis 3). Die anderen funf kindlichen Augen zeigten keine Farbreak-

tion.

3.1.2 Nestin-Expression bezogen auf das Alter

Bezlglich des Alters zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
Nestin-Farbreaktion in Muller-Zellen von fetalen und kindlichen Augen (p=0,846 zum ers-
ten Trimester, p=0,308 zum zweiten Trimester und p=0,401 zum dritten Trimester) und
auch nicht zwischen den einzelnen Altersgruppen insgesamt (p=0,729). Tendenziell wa-
ren die fetalen Augen jedoch etwas starker angefarbt als die kindlichen Augen. Allerdings
zeigte sich die Tendenz einer altersabhangigen Anfarbung der Muller-Zellen in Relation

zur Lokalisation (Abb. 7), passend zur zentrifugalen retinalen Entwicklung.
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3.2 CD44

In unserer Untersuchung zeigten 10 der 39 fetalen Augen (25,6 %) von der 13. bis zur 27.
SSW sowie 3 von 6 kindlichen Augen (ab 2 Monaten) eine Farbreaktion der Muller-Zellen
auf CD44. Die kindlichen Augen waren signifikant starker gefarbt als die fetalen Augen
(siehe Abschnitt 3.2.1). CD44 wurde vor allem in den zentralen Netzhautabschnitten der
fetalen Augen exprimiert. Zudem zeigte sich eine CD44-Expression im Gewebe des Lim-
bus.

3.2.1 CD44-Expression bezogen auf das Alter

In fruhen Schwangerschaftswochen (11. bis 22. SSW) zeigten nur vereinzelte Augen eine
Immunreaktion auf CD44 (5 von 28 Augen). Im Zeitraum zwischen der 23. und 27. SSW
konnte eine CD44-Expression in 5 von 7 Augen beobachtet werden. Altere fetale Augen
zeigten keine CD44-Expression. In den fruhkindlichen Augen kam es ab einem Alter von

4 Monaten zu einer starken CD44-Farbreaktion.

Die Unterschiede der CD44-Expression waren zwischen den einzelnen Trimestern nicht
statistisch signifikant. Bezogen auf das Alter der Augen zeigte sich bei der Expression von
CD44 jedoch ein signifikanter Unterschied zwischen den fetalen Augen und den kindli-
chen Augen, welche eine starkere Farbreaktion zeigten: zwischen dem ersten Trimester
und den kindlichen Augen (p=0,003), zwischen dem zweiten Trimester und den kindlichen
Augen (p<0,001) und zwischen dem dritten Trimester und den kindlichen Augen
(p<0,001).

Bezlglich der Lokalisation in Abhangigkeit des Alters zeigte sich, dass am posterioren Pol
fetale Augen uber alle Trimester verteilt (9 von 39 Augen) und kindliche Augen (3 von 6
Augen) angefarbt waren. Hierbei zeigten sich die kindlichen Augen tendenziell starker
gefarbt als die fetalen Augen (Abb. 10).
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M mittelgradig positive Farbreaktion
M stark positive Farbreaktion
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Abb. 10: Darstellung der der immunhistochemischen Farbung fur CD44 der Muller-Zel-
len am posterioren Pol in den einzelnen Altersgruppen.

Vom posterioren Pol bis zum Aquator sahen wir eine Farbreaktion der fetalen Augen ab
der 23. SSW fast ausschlie3lich temporal. In vorangehenden Schwangerschaftswochen
farbten sich nur vereinzelte Augen leicht an (3 von 28 Augen). Die kindlichen Augen, die
eine Reaktion auf CD44 zeigten (ab einem Alter von 2 Monaten), waren starker gefarbt
als die fetalen Augen (Abb. 11).
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Abb. 11: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur CD44 der
Muller-Zellen der Netzhaut vom posterioren Pol bis zum Aquator eines fetalen Auges der

24. SSW (A) gegenuber einem neun Monate alten frihkindlichen Auge (B) (200fache Ver-
grolRerung).

Im Netzhautabschnitt zwischen Aquator und Langefalte zeigten die fetalen Augen keine
Immunreaktion. Bei den kindlichen Augen farbten sich vor allem die alteren Augen der
Kohorte (4 und 8 Monate alt) stark an (Abb. 12).

20 Aquator bis Langefalte nasal und temporal

[Jkeine Farbreaktion

[E schwach positive Farbreaktion

M mittelgradig positive Farbreaktion
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20

Anzahl

L [ ——

1. Trimester 2. Trimester 3. Trimester friihkindlich

Altersgruppe

Abb. 12: Darstellung der immunhistochemischen Farbung fir CD44 der Muller-Zellen
zwischen Aquator und Langefalte in den einzelnen Altersgruppen.
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Fetale Augen zeigten an der Langefalte keine Immunreaktion. Die kindlichen Augen zeig-
ten ab einem Alter von 4 Monaten eine starke Immunreaktion (Abb. 13).

Abb. 13: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur CD44 der
Muller-Zellen der Langefalte eines fetalen Auges der 13. SSW (A) gegenuber einem vier
Monate alten frihkindlichen Auge (B) (200fache VergroRerung).

3.2.2 CD44-Expression bezogen auf die Lokalisation

Bei der Betrachtung der CD44-Expression in Abhangigkeit zur Lokalisation in der Netz-
haut zeigten sich zwischen den einzelnen Netzhautabschnitten keine signifikanten Unter-
schiede (p=0,182). Tendenziell wurde CD44 in unserer Untersuchung in fetalen Muller-
Zellen vor allem in der zentralen Netzhaut, allerdings in sehr geringer Auspragung, expri-
miert. In den kindlichen Augen zeigte sich auch eine Farbreaktion der Muller-Zellen in
peripheren Netzhautabschnitten.

Aulerhalb der Muller-Zellen zeigte aul3erdem das Limbusgewebe eine Immunreaktion auf
CD44. Diese war in Augen der 12. bis 18. SSW sowie der 21. bis 27. SSW zu beobachten
(Abb. 14).
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Abb. 14: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur CD44 im
Limbusgewebe eines fetalen Auges der 23. SSW (A) und eines fetalen Auges der 21.
SSW (B) (200fache VergrofRerung).

3.3 Kollagen IX

Insgesamt zeigten 24 von 37 fetalen Augen (64,9 %) ab der 13. SSW eine Farbreaktion
gegen Kollagen IX. Kollagen IX wurde auf3er in den fetalen Muller-Zellen auch in den
BlutgefalRen der Netzhaut und der Chorioidea sowie in der Hornhaut und Linse exprimiert
(Abb. 15). In wenigen fetalen Augen waren Reste des Glaskorpers erhalten, welche eine
schwache Farbreaktion auf Kollagen IX zeigten. Die Muller-Zellen zeigten eine starkere
Farbreaktion gegen Kollagen IX in der zentralen Netzhaut. Die fetalen Augen im dritten
Trimester waren starker gefarbt als die fetalen Augen im ersten und zweiten Trimester

sowie die fruhkindlichen Augen.
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Abb. 15: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur Kollagen IX
der chorioidalen BlutgefalRe in einem fetalen Auge der 27. SSW (A) (200fache VergroRe-
rung) und der Linse und Hornhaut in einem fetalen Auge der 20. SSW (B) (20fache Ver-
grolderung).

3.3.1 Kollagen IX-Expression bezogen auf die Lokalisation

Bei der Betrachtung der Kollagen IX-Expression der einzelnen Netzhautabschnitte zeigte
sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Farbreaktion der Muller-Zellen
in den unterschiedlichen Abschnitten (p=0,015). Die fetalen Augen zeigten vor allem in
der zentralen Netzhaut eine starkere Farbreaktion (Abb. 16).

A B

Abb. 16: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fir Kollagen IX
der Muller-Zellen der Netzhaut vom posterioren Pol bis zum Aquator (A) und in der Lan-
gefalte (B) in einem fetalen Auge der 23. SSW (100fache VergroRerung).
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3.3.2 Kollagen IX-Expression bezogen auf das Alter

Bei der Betrachtung der Kollagen IX-Expression der Muller-Zellen in Abhangigkeit vom
Gestationsalter zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied der Farbung in Augen
des dritten Trimesters im Vergleich zu den Augen der anderen Trimester sowie den kind-
lichen Augen (p<0,001). Die Augen im dritten Trimester waren statistisch signifikant star-
ker gefarbt als die Augen der anderen Trimester (p<0,001).

Am posterioren Pol der Netzhaut zeigten die fetalen Augen ab der 13. SSW eine Farbre-
aktion auf Kollagen IX. Fetale Augen, die eine starke Farbreaktion zeigten, waren tenden-
ziell alter als fetale Augen, die keine Farbreaktion zeigten (Abb. 17 und Tab. 4). Unter den
kindlichen Augen zeigte nur das mit einem Monat jungste Auge eine mittelgradig positive

Immunreaktion auf Kollagen IX.

Abb. 17: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fir Kollagen I1X
der Muller-Zellen am posterioren Pol in einem fetalen Auge der 15. SSW (A) gegentber
einem fetalen Auge der 23. SSW (B) (400fache Vergrofierung).
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Tab. 4: Immunhistochemische Farbung fur Kollagen IX der Muller-Zellen am posterioren
Pol und Gestationsalter (O=keine Farbreaktion, 1=schwach positive Farbreaktion, 2=mit-
telgradig positive Farbreaktion, 3=stark positive Farbreaktion).

Farbreaktion Schwangerschaftswoche
Mittelwert 95% 95% Standardabweichung
Konfidenzintervall Konfidenzintervall
des Mittelwertes des Mittelwertes
Untergrenze Obergrenze
0 16,563 13,846 19,379 5,099
1 18,750 16,815 20,685 2,315
2 26,833 16,436 37,231 9,908
3 22,429 20,110 24,474 2,507

Vom posterioren Pol bis zum Aquator zeigte sich sowohl nasal als auch temporal eine
starkere Immunreaktion der fetalen Augen mit zunehmenden Gestationsalter. Fetale Au-
gen mit einer leicht positiven oder stark positiven Farbreaktion der nasalen Netzhaut wa-
ren alter als fetale Augen, die keine Farbreaktion zeigten. Im temporalen Netzhautab-
schnitt vom posterioren Pol bis zum Aquator waren fetale Augen, die eine mittelgradig bis
stark positive Farbreaktion zeigten, alter als fetale Augen, die keine Farbreaktion zeigten
(Abb. 18). Unter den kindlichen Augen zeigte nur das mit einem Monat jungste Auge eine
mittelgradig positive Farbreaktion.

Vom Aquator bis zur Langefalte zeigten die fetalen Augen erst ab der 22. SSW eine Im-
munreaktion. Jungere fetale Augen zeigten keine Farbreaktion. Fetale Augen, die eine
leicht positive und mittelgradig positive Farbreaktion zeigten, waren alter als fetale Augen,
die keine Farbreaktion zeigten (Abb. 19). Auch hier sahen wir nur fur das einen Monat alte
Auge eine schwach positive Farbreaktion.

Auch in der Langefalte zeigten die fetalen Augen ab der 22. Schwangerschaftswoche eine
Immunreaktion auf Kollagen IX. Die jungeren fetalen Augen sowie die kindlichen Augen
zeigten keine Reaktion auf Kollagen IX. Fetale Augen, die nasal eine mittelgradige Farbre-
aktion zeigten, waren alter als fetale Augen, die keine Farbreaktion zeigten. In der tempo-
ral gelegenen Langefalte waren fetale Augen mit leicht und mittelgradig positiver Farbre-
aktion alter als fetale Augen, die keine Farbreaktion zeigten (Abb. 20).
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Abb. 18: Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur Kollagen IX (0: keine
Farbreaktion entsprechend Score 0, 1: schwach positive Farbreaktion entsprechend
Score 1, 2: mittelgradig positive Farbreaktion entsprechend Score 2, 3: stark positive
Farbreaktion entsprechend Score 3) der Muller-Zellen der Netzhaut vom posterioren Pol
bis zum Aquator nasal (A) und temporal (B) bezogen auf das Gestationsalter.
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Abb. 19: Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur Kollagen IX (0: keine
Farbreaktion entsprechend Score 0, 1: schwach positive Farbreaktion entsprechend
Score 1, 2: mittelgradig positive Farbreaktion entsprechend Score 2, 3: stark positive
Farbreaktion entsprechend Score 3) der Miiller-Zellen vom Aquator bis zur Langefalte
nasal (A) und temporal (B) bezogen auf das Gestationsalter.
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Abb. 20: Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur Kollagen IX (0: keine
Farbreaktion entsprechend Score 0, 1: schwach positive Farbreaktion entsprechend
Score 1, 2: mittelgradig positive Farbreaktion entsprechend Score 2) der Muller-Zellen
der Langefalte nasal (A) und temporal (B) bezogen auf das Gestationsalter.
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3.4 GFAP

GFAP wurde in den fetalen Augen in den Astrozyten und bis auf eine Ausnahme (ein in
der 38. SSW postnatal verstorbener Fet) nicht in den Muller-Zellen exprimiert. GFAP
wurde vor allem in den Astrozyten der zentralen Netzhautabschnitte sowie im Nervus op-
ticus exprimiert. Es zeigte sich zudem, dass altere fetale Augen starker gefarbt waren als
jungere fetale Augen. Muller-Zellen zeigten in den Augen der am AHT verstorbenen Kin-
der eine Farbreaktion gegen GFAP. Jedoch sahen wir auch bei einem frihkindlichen Auge
von einem einen Monat postnatal verstorbenen Saugling eine Farbreaktion der Muller-
Zellen in der Langefalte. Dieser Saugling starb nicht am AHT, sondern an einem unklaren
Syndrom.

3.4.1 GFAP-Expression in Muller-Zellen

In der Netzhaut der Kinder, die am AHT verstarben, zeigte sich insbesondere in der peri-
pheren Netzhaut eine Immunreaktion der Muller-Zellen gegen GFAP. Zudem zeigte sich
in der Langefalte eines einen Monat alten kindlichen Auges eine Immunreaktion der Mul-
ler-Zellen gegen GFAP (Abb. 21). Dieser Saugling, ein Fruhgeborenes der 36+5 SSW,
starb einen Monat postnatal an einem unklaren Syndrom mit konnataler Kardiomegalie
bei Kardiomyopathie. Am Auge zeigte sich eine ausgepragte Hornhauttribung sowie eine
konnatale Katarakt. Des Weiteren zeigte das Auge eines Fet der 38. SSW, der am Smith-
Lemli-Opitz-Syndrom litt und postnatal an einer Pilzsepsis verstarb, eine Immunreaktion
der Muller-Zellen der Langefalte.
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Abb. 21: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur GFAP der
Muller-Zellen der Langefalte bei einem Saugling, der einen Monat postnatal an einem
unklaren Syndrom verstarb (A 100fache VergroRerung und C 200fache VergroRerung)
gegenuber einem vier Monate alten Saugling, der am AHT verstarb (B 100fache Vergro-
Rerung und D 200fache Vergroflerung).

3.4.2 GFAP-Expression in Astrozyten

In unserer Untersuchung zeigten 11 von 39 fetalen Augen (28,2 %) eine Immunreaktion
gegen GFAP ab der 20. SSW in den Astrozyten. Bei den kindlichen Augen zeigten alle
sechs Augen zusatzlich zur Anfarbung der Muller-Zellen eine Immunreaktion der Astrozy-
ten gegen GFAP. GFAP wurde vor allem in den zentralen Netzhautabschnitten exprimiert.
Sofern im Anschnitt vorhanden, farbte sich der Nervus opticus in allen untersuchten Au-
gen an. Dies ist als positive interne Kontrolle anzusehen. Nicht alle Augen, in denen der
Sehnerv angefarbt war, zeigten auch eine Reaktion der Muller-Zellen bzw. Astrozyten
(Abb. 22 und Abb. 23). Im Folgenden gehen wir naher auf die Immunreaktion der Astro-

zyten ein.
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Abb. 22: Immunhistochemische Farbung fur GFAP zur exemplarischen Gegenuberstel-
lung von Astrozyten (A) und Muller-Zellen (B) in einem 3 Monate alten frihkindlichen
Auge. Die Pfeile kennzeichnen die Astrozyten (A) und Mduller-Zellen (B) in der Ganglien-
zellschicht. Die Pfeilspitze kennzeichnet ein Blutgefal3, das von Astrozyten umgeben wird.

Abb. 23: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur GFAP des
Nervus opticus bei einem fetalen Auge der 21. SSW (40fache VergroRRerung).

3.4.21 GFAP-Expression in Astrozyten bezogen auf das Alter

Insgesamt waren altere fetale Augen des dritten Trimesters starker gefarbt als jungere
fetale Augen des ersten (p<0,001) und zweiten Trimesters (p<0,001). Die frihkindlichen
Augen waren signifikant starker gefarbt als die fetalen Augen (p<0,001) (Abb. 24). Die
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fetalen Augen im ersten und zweiten Trimester zeigten keine statistisch signifikanten Un-
terschiede der Farbreaktion (p=0,860). Ab der 23. SSW farbten sich 10 von 11 Augen. In
den fruheren SSW vor der 23. SSW zeigte nur 1 von 28 Augen eine Farbreaktion der
Astrozyten auf GFAP.

Abb. 24: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur GFAP in
den Astrozyten in einem fetalen Auge der 24. SSW (A) und einem 3 Monate alten fruh-
kindlichen Auge (B) (200fache Vergrof3erung).

3.4.2.2 GFAP-Expression in Astrozyten bezogen auf die Lokalisation

Bei der Betrachtung der unterschiedlichen Netzhautabschnitte zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der GFAP-Expression in den einzelnen Abschnitten
(p<0,001). Die Expression von GFAP erfolgte besonders stark am posterioren Pol der
Netzhaut (Abb. 25).



47

Abb. 25: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur GFAP der
Astrozyten am posterioren Pol (A) und in der Langefalte (B) in einem fetalen Auge der 38.
SSW (200fache Vergrofderung).

Am posterioren Pol waren fetale Augen bis zur 20. SSW nicht angefarbt. Bis zur 27. SSW
waren vereinzelte fetale Augen angefarbt (6 von 13 Augen). Ab der 28. Schwanger-
schaftswoche zeigten alle fetalen Augen eine mittelgradige (Score 2) bis starke (Score 3)
Expression von GFAP (Abb. 26 und Abb. 27). Zudem zeigten auch alle kindlichen Augen
eine Farbreaktion in diesem Netzhautabschnitt.

stark positive Farbreaktion I—-—|
& mittelgradig positive Farbreaktion l—-—|
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Abb. 26: Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur GFAP der Astrozyten am
posterioren Pol bezogen auf das Gestationsalter.
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Abb. 27: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur GFAP der
Astrozyten am posterioren Pol eines fetalen Auges der 38. SSW (A) gegenuber einem
fetalen Auge der 17. SSW (B) (200fache VergroRerung).

Vom posterioren Pol bis zum Aquator waren, sowohl nasal als auch temporal, schwach
positive und mittelgradig positiv gefarbte fetale Augen tendenziell alter als fetale Augen,
die keine Farbreaktion zeigten (Abb. 28 und Abb. 29). Auch die kindlichen Augen zeigten
eine stark positive Farbreaktion (4 von 6 Augen), in den anderen beiden Augen lag eine
schwach positive Farbreaktion vor.

Im Netzhautabschnitt zwischen Aquator und Langefalte sahen wir erst ab der 34. SSW

sowie bei den frihkindlichen Augen eine Immunreaktion.

In der Langefalte farbten sich die alteren Augen der kindlichen Kohorte stark an. In den
fetalen Augen zeigte sich eine Anfarbung ab der 38. SSW in einem fetalen Auge.
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Abb. 28: Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur GFAP (0: keine Farbreak-
tion entsprechend Score 0, 1: schwach positive Farbreaktion entsprechend Score 1, 2:
mittelgradig positive Farbreaktion entsprechend Score 2, 3: stark positive Farbreaktion
entsprechend Score 3) der Astrozyten der Netzhaut vom posterioren Pol und bis zum
Aquator nasal (A) und temporal (B) bezogen auf das Gestationsalter.
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Abb. 29: Exemplarische Darstellung der immunhistochemischen Farbung fur GFAP der
Astrozyten der Netzhaut vom posterioren Pol bis zum Aquator in einem fetalen Auge der
20. SSW (A) gegenuber einem fetalen Auge der 34. SSW (B) (100fache Vergrolierung).



51

4. Diskussion

4.1 Nestin-Expression
4.1.1 Nestin-Expression in fetalen und embryonalen Augen

In unserer Untersuchung zeigten 24 der 39 fetalen Augen, verteilt Uber die gesamte beo-
bachtete Schwangerschaftsdauer (ab der 12. SSW), sowie ein kindliches Auge eine
Farbreaktion der Muller-Zellen auf Nestin. Es zeigte sich somit kein signifikanter Unter-
schied der Farbreaktion zwischen den einzelnen Altersgruppen. Jedoch zeigte sich die
Tendenz einer altersabhangigen Anfarbung der Muller-Zellen in Relation zur Lokalisation,
entsprechend der zentrifugalen Entwicklung der Netzhaut.

Nach aktueller Literaturrecherche gibt es zu diesem Zeitpunkt (April 2021) keine Untersu-
chung der Nestin-Expression in fetalen und kindlichen Augen einer ahnlich grof3en Ko-
horte. In einer Untersuchung mit vier fetalen Augen zwischen der 15. und 19. Schwanger-
schaftswoche konnte Nestin in Muller-Zellen in humanen fetalen Augen in differenzierter
und undifferenzierter Netzhaut nachgewiesen werden (Walcott und Provis, 2003). Auch
in unserer Untersuchung zeigten 6 von 13 Augen in diesem Schwangerschaftsabschnitt
eine Immunreaktion in Muller-Zellen in mehreren Netzhautabschnitten. Unsere Ergeb-
nisse bestatigen die Moglichkeit einer Nestin-Expression in diesem Entwicklungsstadium.
Jedoch zeigte sich in unserer Untersuchung keine klar definierte Zeitspanne, in der fetale
Muller-Zellen Nestin exprimieren. In den 24 fetalen Augen, in denen Nestin exprimiert
wurde, war die Nestin-Expression uber die gesamte Schwangerschaft verteilt. Tendenziell
war die Nestin-Expression ab der 27. Schwangerschaftswoche auf die Muller-Zellen zwi-

schen Aquator bis inklusive Langefalte beschranki.

Wir untersuchten die Nestin-Expression in der Fetalperiode ab der 11. Schwangerschafts-
woche. In Untersuchungen von Matas et al. mit Augen aus friheren Schwangerschafts-
abschnitten konnte Nestin in 14 humanen embryonalen und fetalen Augen zwischen der
5. und 12. Schwangerschaftswoche nachgewiesen werden. Von der 5. bis 6. Schwanger-
schaftswoche konnte Nestin in den externen Augenmuskeln, dem Augenblasenstiel, der
Sklera, der Chorioidea, der Linse und in Zellen der inneren Neuroblastenschicht der Netz-
haut nachgewiesen werden. In der fruhen Fetalperiode beschreiben die Autoren eine Nes-
tin-Expression in langlichen Zellen, welche die Gesamtheit der Netzhaut Uberspannen
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(Matas et al., 2015). Diese Beschreibung deckt sich mit dem histologischen Bild der Mul-
ler-Zellen, welche sich Uber die gesamte Dicke der Netzhaut spannen. Auch in unserer
Kohorte konnte eine Farbreaktion in den Muller-Zellen ab der 12. Schwangerschaftswo-
che beobachtet werden. Eine Expression von Nestin in den anderen in der Untersuchung
von Matas et al. genannten Strukturen konnten wir in unserer Kohorte nicht beobachten.
Dies konnte auf das fortgeschrittene Alter unserer Augen und die damit einhergehende

Reifung dieser Strukturen zurtckzufuhren sein.

In Untersuchungen zur Nestin-Expression in der Embryonalperiode mit 16 Augen von acht
Embryonen der 5. bis 9. Schwangerschaftswoche zeigte sich eine Nestin-Expression in
unterschiedlichen Augenabschnitten (Bozani¢ et al., 2006). In dem funf Wochen alten
Embryo waren Nestin-positive Zellen im gesamten Neuroepithel des Augenblasenstiels
und dem Augenbecher zu finden. In der 6. Schwangerschaftswoche zeigte sich eine Nes-
tin-Expression in den inneren Anteilen der neuronalen Retina, dem Linsenepithel und dem
Oberflachen-Ektoderm. In den Embryonen der 7. bis 8. Schwangerschaftswoche war Nes-
tin in der inneren Neuroblastenschicht und der Nervenfaserschicht der Netzhaut, im Lin-
senepithel, kornealen Epithel und Stroma zu beobachten. In den Embryonen der 8. bis 9.
Schwangerschaftswoche zeigte sich eine ahnliche Nestin-Expression wie in der vorheri-
gen Altersgruppe (Bozanic et al., 2006). In unserer Kohorte zeigte sich keine Nestin-Ex-
pression in der Linse. Dies deckt sich mit der Herunterregulation der Nestin-Expression in
den Linsenepithelzellen mit zunehmender Elongation in der 6. Schwangerschaftswoche,
die auch von Bozanic et al. in ihrer Studie beschrieben wird. Auch in den anderen Augen-
abschnitten, zum Beispiel der Kornea, zeigten die Augen unserer Kohorte keine Nestin-
Expression. Dies werten wir als Hinweis darauf, dass diese Strukturen in der Fetalperiode

schon ausgereifter sind und den Stammzellmarker Nestin daher nicht mehr exprimieren.

4.1.2 Lokalisation der Nestin-Expression in der Netzhaut

Die in unserer Untersuchung erhobenen Ergebnisse zeigten einen statistisch signifikanten
Unterschied der Farbreaktion der Muller-Zellen zwischen den untersuchten Netzhautab-
schnitten (p=0,005). So zeigten vor allem die Muller-Zellen in der peripheren Netzhaut,
besonders der Langefalte, eine starkere Farbreaktion gegen Nestin.
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Auch in adulten humanen Muller-Zellen konnte Nestin in der gesunden Netzhaut nachge-
wiesen werden. Der Nachweis erfolgte vor allem in der peripheren Netzhaut nahe der Ora
serrata. Die Autoren deuten dies als einen Hinweis auf das Regenerationsvermogen der
Netzhaut unter bestimmten Bedingungen (Mayer et al., 2003). Dieser Abschnitt der Netz-
haut entspricht in unserer Untersuchung der Netzhaut der Langefalte, da auch diese die
peripheren Netzhautabschnitte kurz vor der Ora serrata einschliel3t. Auch wir sahen in
den fetalen Augen vor allem in diesem Abschnitt und in den Muller-Zellen der Netzhaut
zwischen Aquator und Langefalte eine Expression von Nestin. In den frihkindlichen Au-
gen konnten wir im Bereich der Langefalte jedoch in nur einem Auge eine Farbreaktion
der Muller-Zellen beobachten.

Auch in adulten humanen Augen, die von Bhatia et al. untersucht wurden, exprimierten
vor allem die Muller-Zellen der peripheren Netzhaut Nestin (Bhatia et al., 2009). Da jedoch
nicht alle Muller-Zellen eine Nestin-Expression zeigten, gehen die Autoren davon aus,
dass es im menschlichen Auge Populationen von Muller-Zellen gibt, die Progenitorzell-
Eigenschaften besitzen. Die Eigenschaft der Muller-Zellen in den Zellzyklus einzutreten
und somit retinale Vorlauferzellen zu bilden, die sich zu Zapfen und Stabchen differenzie-
ren konnen, wurde schon in verschiedenen Tierversuchen bestatigt (Bernardos et al.,
2007) sowie (Kubota et al., 2006). Bhatia et al. gehen jedoch davon aus, dass es strenge
Kontrollmechanismen gibt, welche die Proliferation der Muller-Zellen einschranken und
somit in situ eine Netzhautregeneration verhindern (Bhatia et al., 2009). In vitro scheint
es moglich zu sein diese Regulationsmechanismen aufzuheben. So zeigten Muller-Zellen
aus peripheren Netzhautabschnitten in Zellkulturstudien eine deutlich starkere Nestin-Ex-
pression als Zellen der zentralen Netzhaut. Jene Zellen waren zudem in der Lage sich zu
teilen und zu Zellen zu differenzieren, die Photorezeptor- und Gliazellmarker exprimieren
(Mayer et al., 2005).

Insgesamt deutet die Expression von Nestin in Muller-Zellen in gesunder Netzhaut auf
eine hohe Plastizitat der Zellen und ein mogliches Potenzial dieser Zellen zur Zelldifferen-

zierung — zumindest in vitro — hin.
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4.1.3 Nestin-Expression in anderen Augenstrukturen

Aulerhalb der fetalen Muller-Zellen konnte Nestin auch in anderen Strukturen des Auges
nachgewiesen werden. In einer Studie mit fetalen Augen aus der 16. und 18. Schwanger-
schaftswoche, in der die extraokularen Augenmuskeln untersucht wurden, zeigten diese
eine Expression von Nestin (Janbaz et al., 2014). In unserer Untersuchung sahen wir in
diesem Bereich keine Expression von Nestin, wenngleich die Augenmuskeln nicht in je-
dem Auge angeschnitten waren. Des Weiteren konnte Nestin in Zellkulturexperimenten in
fetalen Kornea-Endothelzellen nachgewiesen werden (Gao et al., 2011). In unserer Un-
tersuchung zeigte sich keine Nestin-Expression in den Endothelzellen der Kornea. Dies
kann zum einen an dem fortgeschrittenen Alter der untersuchten Augen und zum anderen

an autolytischen Prozessen im Rahmen der Verarbeitung liegen.

Chen et al. konnten nachweisen, dass Nestin wahrend der Entwicklung des Gehirns und
der Augen im Zebrafisch eine wichtige Rolle spielt. In der Untersuchung zeigten sich 51
Stunden nach der Fertilisierung in Nestin-Knockout-Fischen nicht nur Defekte in der Ge-
hirnentwicklung, sondern auch eine schlecht entwickelte Netzhaut sowie unterentwickelte
Linsen (Chen et al., 2010).

Doch nicht nur im gesunden Auge scheint es zu einer Expression von Nestin zu kommen.
Auch bei verschiedenen Erkrankungen des Auges konnte eine Expression von Nestin
beobachtet werden. Beispielsweise zeigte sich eine vermehrte Nestin-Expression in
Epithel und Stroma aus Pterygium-Proben im Vergleich zum gesunden angrenzenden
Bindehautepithel und -stroma (Tonthat und Di Girolamo, 2014). Im Retinoblastom konnte
Nestin nicht im Tumorstroma, jedoch in angrenzenden Zellen, die den Muller-Zellen ah-
nelten, gefunden werden (Sakata und Yanagi, 2008). Das Intermediarfilament Nestin
scheint also ahnlich wie GFAP eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der Muller-Zellen

wahrend verschiedener Erkrankungen einzunehmen.

Auch in Krankheitsmodellen in Tierversuchen konnte Nestin vor allem in den Muller-Zellen
nachgewiesen werden. In Rattenaugen zeigte sich eine Hochregulation der Nestin-Ex-
pression in Muller-Zellen nach Durchtrennung des Nervus opticus (Xue et al., 2006b). Im
durch Verschluss der den Limbus drainierenden Venen erzeugten Glaukom in Rattenau-
gen zeigte sich vor allem in der Ganglienzellschicht eine Nestin-Expression in den Muller-
Zellauslaufern und Endfulien. Die Expression im Soma der Muller-Zellen war schwacher
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ausgepragt. Die Autoren nehmen an, dass dies auf eine wichtige Rolle der Muller-Zellen
bei der Fruhreaktion auf pathologische Veranderungen der Netzhaut hinweist (Xue et al.,
2006a). Auch nach Laserverletzung der Netzhaut von Ratten kam es zu einer vermehrten
Nestin-Expression in den Muller-Zellen drei Tage nach Laser-Photokoagulation. Die Ex-
pression verringerte sich langsam nach 7 bis 14 Tagen (Kohno et al., 2006). In einer wei-
teren Studie von Xue et al. kam es nach Hypoxie-Behandlung im Tierversuch zu einer
Nestin-Expression in den EndfuRen der Muller-Zellen. Nach Hyperoxie-Behandlung
wurde die Nestin-Expression jedoch wieder herunterreguliert. Dies werten die Autoren als
einen Hinweis auf die Plastizitat der Muller-Zellen (Xue et al., 2011). Auch wir schlielRen
aus der unterschiedlichen Expression der von uns untersuchten Marker auf eine hohe
Plastizitat der Muller-Zellen.

Auch in Strukturen auf3erhalb des Auges scheint Nestin eine wichtige Rolle wahrend der
Entwicklung zu spielen. In sich entwickelndem Muskelgewebe aus einer fetalen Zelllinie
aulderhalb des Auges konnte Nestin vor allem in den frGhen Entwicklungswochen nach-
gewiesen werden (Sejersen und Lendahl, 1993). Des Weiteren wurde Nestin in sich ent-
wickelnden Meningen ab der 9. SSW (Yay et al., 2014) sowie in Mesenchymzellen des
Ohres von Feten der 14. bis 16. SSW (Kim et al., 2016) nachgewiesen. Dies deckt sich
auch mit dem Zeitraum, in dem in unserer Untersuchung Nestin in fetalen Augen nachge-

wiesen werden konnte.

4.1.4 Zur Rolle von Nestin in fetalen und frihkindlichen Miiller-Zellen

Nestin wurde bereits in vielen embryonalen und fetalen Strukturen wahrend der mensch-
lichen Entwicklung nachgewiesen. Auch wahrend der Entwicklung des Auges scheint
Nestin eine wichtige Rolle einzunehmen. Dies wird zum Beispiel in Versuchen mit Nestin-
Knockout-Tieren deutlich, in denen das Fehlen von Nestin zu ausgepragten Fehlentwick-
lungen von Gehirn und Augen fuhrt. Hier scheint Nestin einen protektiven Effekt auf so-
wohl neuronale als auch retinale Vorlauferzellen zu haben und diese somit vor Apoptose
zu schitzen (Chen et al., 2010). Auch in Muller-Zellen kdnnte Nestin eine ahnliche Rolle

einnehmen und so die Muller-Zellen in ihrer Ausreifung unterstitzen. Zu dieser Annahme
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passt auch, dass Nestin vorwiegend in der FrGhschwangerschaft in mehreren Augenstruk-
turen, wie zum Beispiel der Linse oder Kornea, exprimiert wird und spater zunehmend in

den Miller-Zellen.

Die Expression des Stammzellmarkers Nestin in den fetalen Muller-Zellen unterstreicht
zudem die Plastizitat dieser Zellen und gibt Hinweise auf das Potential dieser Zellen zur
Zelldifferenzierung (Mayer et al., 2005).

Als Intermediarfilament kann Nestin aul3erdem, ahnlich wie im zentralen Nervensystem,
auch in den Muller-Zellen eine wichtige Rolle beim Stabilitatserhalt spielen. Die Ausdeh-
nung der Muller-Zellen Uber die gesamte Netzhaut ist fur die Erflllung ihrer Aufgaben sehr
wichtig. Ein ausreichend stutzendes Zytoskelett ist also wahrend der Entwicklung der Mul-
ler-Zellen von hoher Relevanz (Lendahl et al., 1990).

4.2 CD44-Expression
4.2.1 CD44-Expression in fetalen und embryonalen Augen

CD44 wurde in unserer Untersuchung vor allem in fetalen Muller-Zellen der zentralen
Netzhaut exprimiert. In den kindlichen Augen zeigte sich auch eine Farbreaktion der Mul-
ler-Zellen in peripheren Netzhautabschnitten. Der Unterschied der Farbreaktion zwischen
den einzelnen Netzhautabschnitten war jedoch nicht signifikant. In frihen Schwanger-
schaftswochen (11. bis 22. Schwangerschaftswoche) zeigten nur vereinzelte Augen eine
Immunreaktion auf CD44 (5 von 28 Augen). Im Zeitraum zwischen der 23. und 27.
Schwangerschaftswoche sahen wir jedoch eine CD44-Expression in 5 von 7 Augen. Al-
tere fetale Augen zeigten keine CD44-Expression. In den fruhkindlichen Augen kam es
ab einem Alter von 4 Monaten zu einer starken Farbreaktion von CD44. Die Unterschiede
der CD44-Expression waren zwischen den Trimestern nicht statistisch signifikant. Kindli-
che Augen waren jedoch starker gefarbt als fetale Augen.

In der grof3ten Kohorte von fetalen Muller-Zellen, die bei der Literaturrecherche zur CD44-
Expression gefunden wurde, wurden von Nishina et al. vier Augen der 6., 10., 16. und 21.
Schwangerschaftswoche untersucht. CD44 wurde hier ab der 21. Schwangerschaftswo-
che in den Fortsatzen von Muller-Zellen beschrieben (Nishina et al., 1997). Auch in unse-
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rer Kohorte zeigte sich vor allem eine Anfarbung der Muller-Zellen ab der 23. Schwanger-
schaftswoche. Da in unserer Kohorte etwa ein Viertel aller fetalen Augen eine Immunre-
aktion gegen die Muller-Zellen zeigten, ist gerade bei einer kleineren Kohorte unterschied-
lichen Alters ein verlasslicher Nachweis schwierig. In friheren Schwangerschaftsab-
schnitten kam es nur in vereinzelten fetalen Augen zu einer CD44-Expression in den Mul-
ler-Zellen. Nishina et al. untersuchten zudem ein kindliches Auge. Hier beschrieben sie
eine CD44-Expression in den Astrozyten um die Blutgefal3e. In unserer Kohorte zeigten
3 der 6 fruhkindlichen Augen eine starke CD44-Expression der Muller-Zellen in allen Netz-
hautabschnitten sowie vereinzelt auch in den Astrozyten. Da in der Studie von Nishina et
al. nicht die Todesursache des Kindes angegeben ist, ist es schwierig einen Vergleich
zwischen dem unterschiedlichen Farbungsverhalten ziehen (Nishina et al., 1997).

In einer weiteren Untersuchung wurde in Zellkulturen von drei verschiedenen Feten der
24. Schwangerschaftswoche CD44 in Zellen des fetalen Trabekelmaschenwerks nachge-
wiesen (Lin et al., 2007); dies konnten wir in unserer Kohorte nicht beobachten. Aul3erhalb
der Miller-Zellen zeigte in unserer Kohorte der Limbus (Ubergang zwischen Kornea und
Konjunktiva, der korneale Stammzellen enthalt) eine Immunreaktion auf CD44. Diese war
zwischen der 12. und 18. Schwangerschaftswoche sowie zwischen der 21. und 27.
Schwangerschaftswoche zu beobachten. Es farbte sich hier das Zytoplasma von Zellen

im Bindegewebe des Limbus, das Epithel zeigte keine Farbreaktion.

4.2.2 CD44-Expression in adulten Augen

Auch in adulten Augen konnte eine Expression von CD44 in den Muller-Zellen der peri-
pheren Netzhaut nachgewiesen werden (Too et al., 2017). Hier wurde CD44 nur in den
Fortsatzen der Muller-Zellen nachgewiesen. In unserer Kohorte farbte CD44 teilweise nur
die Fortsatze, in vielen Augen jedoch auch die gesamte Muller-Zelle, an. Bezuglich dieses
Anfarbemusters zeigte sich keine Abhangigkeit von Alter oder Lokalisation. Too et al. ge-
hen von einer Wechselwirkung von CD44 mit dem im Glaskorper enthaltenem Hyaluron

als Ursache fur die Anfarbung der Auslaufer der Muller-Zellen aus (Too et al., 2017).
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Zu den weiteren Strukturen des adulten Auges, in denen CD44 nachgewiesen werden
konnte, zahlt zum Beispiel die Konjunktiva, die Kornea oder unter pathologischen Bedin-
gungen auch das Kammerwasser. Im Bindehautepithel von gesunden Probanden zeigte
sich eine verstarkte CD44-Farbung im Vergleich zu Patienten mit Atopie (auch auf3erhalb
der Allergie-Zeit). Die Autoren schliel3en hieraus auf eine wichtige Rolle von CD44 fur das
Instandhalten des Zellverbandes und der damit verbundenen Abwehr von Allergenen
(Hughes et al., 2006). In der gesunden adulten Kornea konnte CD44s in der Membran der
basalen Epithelzellen und Keratozyten nachgewiesen werden. Zudem waren die vasku-
laren Endothelzellen des Kornealimbus angefarbt (Zhu et al., 1997). Zhu et al. fanden
heraus, dass die CD44s-Expression im Falle einer Entzindung der Kornea verstarkt war.
Auch hier schlie3en die Autoren aus ihren Ergebnissen, dass CD44s eine wichtige Rolle
bei der Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktion spielt (Zhu et al., 1997). In weiteren Unter-
suchungen wurde CD44 im Hornhautepithel und -endothel in gesunden adulten mensch-
lichen Augen nachgewiesen. In der Descemet-Membran zeigte sich jedoch keine Anfar-
bung durch CD44 (Lerner et al., 1998). Welche genaue Rolle CD44 hier einnimmt, bleibt

zu klaren.

Des Weiteren wurde bei verschiedenen Krankheitsbildern des Auges eine Erhohung der
CD44-Expression in unterschiedlichen Strukturen beschrieben. Beim primaren Offenwin-
kelglaukom zeigte sich eine Erhohung des Kammerwinkelabflusswiderstandes durch
Uberexpression von CD44 (Giovingo et al., 2013). Von einer Erhéhung der Konzentration
des gelosten CD44 im Kammerwasser von Patienten mit erhohtem Augeninnendruck
durch ein akutes primares Winkelblockglaukom konnten auch Chen et al. berichten. Im
Kammerwasser von bereits abgelaufenen, akuten primaren Winkelblockglaukomen und
im Kammerwasser aus Augen mit Katarakt war die Konzentration von gelostem CD44
deutlich niedriger (Chen et al., 2015).

4.2.3 CD44-Expression im Mausmodell

Auch im Mausmodell konnte CD44 in Muller-Zellen nachgewiesen werden. Bei der Be-
trachtung der Muller-Zellen wahrend der murinen Entwicklung zeigte sich in den Augen
von Mausembryonen und postnatal in den Muller-Zellen eine Expression von CD44
(Shinoe et al., 2010). Chaitin et al. konnten CD44 in den apikalen Mikrovilli der Muller-
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Zellen von Mausen nachweisen. Die Autoren gehen von einer moglichen Rolle von CD44
bei der Verankerung der neuronalen Netzhaut an den Photorezeptoren aus (Chaitin et al.,
1994). In einer weiterfuhrenden Studie wurde in der sich normal entwickelnden Netzhaut
von Mausen ab dem 10. Tag postnatal eine vermehrte Expression von CD44 in den api-
kalen Mikrovilli der Muller-Zellen festgestellt. In diesem Zeitraum kommt es in der Maus-
Netzhaut zu Zelldifferenzierung und programmierten Zelltod einiger Zellen. Im Verlauf der
Entwicklung kam es zu einer vermehrten CD44-Expression und einer Anfarbung der ge-
samten Lange der Muller-Zellen. Mit Ausreifung der Netzhaut war eine Anfarbung der
Muller-Zellen nicht mehr nachzuweisen (Chaitin et al., 1996). Auch in unserer Untersu-
chung war vor allem in den fruhkindlichen Augen eine vermehrte CD44-Expression in den
Muller-Zellen zu beobachten. Weiterfihrend kdnnte eine Untersuchung der Muller-Zellen
in adulten humanen Augen angebracht sein, um zu sehen, ob es auch hier zu einer Her-

unterregulation von CD44 mit Ausreifung der Netzhaut kommt.

4.2.4 Zur Rolle von CD44 in fetalen und frihkindlichen Muller-Zellen

Da es sich auch bei CD44 um einen Stammzellmarker handelt, welcher jedoch im Gegen-
satz zu Nestin Uberwiegend erst in spateren Schwangerschaftsstadien von Muller-Zellen
exprimiert wird, scheint die hohe Plastizitat der Muller-Zellen auch noch in weiterfuhren-
den Schwangerschaftswochen und in der frihen Kindheit zu bestehen.

In fetalen Augen konnte sowohl in unserer als auch in einer Untersuchung von Nishina et
al. CD44 uber die gesamte Lange der Muller-Zellen nachgewiesen werden (Nishina et al.,
1997). In adulten Muller-Zellen beschrankte sich die CD44-Expression auf die Fortsatze
der Muller-Zellen in der peripheren Netzhaut (Too et al., 2017). Dies kann auf eine mogli-
che Rolle von CD44 als Hyaluronrezeptor bei der Kommunikation zwischen Glaskorper,
der grofltenteils aus Hyaluronsaure besteht, und der Netzhaut hindeuten (Too et al.,
2017). Bach und Berman konnten Hyaluron in der Matrix zwischen den Photorezeptoren
von Rindern nachweisen (Bach und Berman, 1971). Es ist also auch moglich, dass CD44
die Muller-Zellen in ihrer Verankerung in der Netzhaut unterstutzt.
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4.3 Kollagen IX-Expression
4.3.1 Kollagen IX-Expression im Auge

In unserer Untersuchung konnten wir Kollagen IX in Muller-Zellen, retinalen und chorioi-
dalen Blutgefallen, der Hornhaut, dem Glaskorper und der Linse der fetalen Augen nach-
weisen. Fetale Augen im dritten Trimester waren signifikant starker gefarbt als jungere
fetale Augen (p<0,001). Die fruhkindlichen Augen zeigten bis auf ein Auge keine Immun-
reaktion auf Kollagen IX. Bei diesem Auge handelte es sich um das mit einem Monat
jungste Auge der Altersgruppe. Bezuglich der Farbreaktion von Kollagen IX in den ver-
schiedenen Netzhautabschnitten sahen wir einen statistisch signifikanten Unterschied in
der Expression zwischen den einzelnen Abschnitten (p=0,015).

In einer Untersuchung mit Muller-Zellen der Zelllinie MIO-M1 konnten die Autoren nach-
weisen, dass verschiedene Kollagene von diesen Zellen exprimiert werden konnen. In der
PCR konnten die Autoren Kollagen IX-mRNA nachweisen. Auch in der immunhistoche-
mischen Untersuchung farbten sich die Muller-Zellen mit Kollagen IX an. Im Western Blot
konnte zudem gezeigt werden, dass die Zellen Kollagen IX auch in ihr Medium sezernie-
ren (Ponsioen et al., 2008a). Da es sich bei diesem Nachweis um das Verhalten von Mul-
ler-Zellen einer Zellkultur handelt, bleibt zu klaren, ob Muller-Zellen auch in vivo ahnliche
Fahigkeiten besitzen. Die Autoren vermuten, dass die Fahigkeit zur Kollagen-1X-Synthese

zur Aufrechterhaltung der Glaskorperkonsistenz beitragt (Ponsioen et al., 2008a).

Aus dem primaren und sekundaren Glaskorper geht wahrend der fetalen Entwicklung im
4. Monat schlielllich der tertiare Glaskorper hervor. Im weiteren Verlauf der Glaskor-
perentwicklung kommt es zu einer Erhdhung der Hyaluronsaure-Konzentration im Ver-
gleich zur Kollagen-Konzentration, die zu einem Auseinanderdriften der einzelnen Kol-
lagenfibrillen und folglich zu einer vermehrten Transparenz des Glaskorpers fuhrt (Sebag,
1989). Es wird geschatzt, dass bis zu 25% des adulten Glaskorpers aus Kollagen IX be-
steht (Bos et al., 2001). Den groRten Anteil am Kollagen des Glaskorpers bildet mit circa
75% Kollagen Il (Bishop et al., 1994). Mit zunehmendem Alter verringert sich jedoch der
Anteil von Kollagen IX im Glaskorper. Die Halbwertszeit von Kollagen IX wird auf 11 Jahre
geschatzt. Kollagen IX dient der Ummantelung von Kollagen Il, wodurch eine Auflagerung
und Verklebung der Kollagen IlI-Fibrillen verhindert wird. Bishop et al. zeigten in einer Un-
tersuchung von 21 Glaskorperproben von Patienten zwischen 3 und 89 Jahren, dass die
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Ummantelung mit Kollagen IX mit zunehmendem Alter verschwindet und die Kollagen II-
Oberflache der Fibrillen frei liegt. In jungeren Augen konnte auf der Oberflache der Kol-
lagenfibrillen nur sehr wenig Kollagen Il nachgewiesen werden. Im Alter nahm der Anteil
an nachweisbarem Kollagen Il an der Oberflache zu. Der Verlust des Kollagen IX an der
Fibrillenoberflache korrelierte mit der Kollagen II-Exposition (Bishop et al., 2004).

An anderer Stelle in fetalen humanen Augen konnte Kollagen IX bisher im Konjunktiva-
und Korneaepithel nachgewiesen werden. Im Stroma zeigte sich keine Immunreaktion auf
Kollagen IX. Altere Augen waren weniger stark gefarbt als jingere Augen, die Unter-
schiede waren jedoch nicht signifikant (Herwig et al., 2013).

In Retinektomie-Proben aus vier adulten humanen Augen (zwischen 70 und 87 Jahren)
konnte Kollagen IX immunhistochemisch an der Kontaktstelle zwischen Netzhaut und
Glaskorper nachgewiesen werden. In den Blutgefallen konnte Kollagen IX nur sehr vari-
abel in zwei Augen um den Aquator nachgewiesen werden. In einem Auge konnte Kol-
lagen IX auch in der Ganglienzellschicht nachgewiesen werden (Ponsioen et al., 2008b).
Die unterschiedliche Auspragung der Expression von Kollagen IX in den Blutgefalien
deckt sich mit unserer Untersuchung, in welcher die Blutgefal3e der Netzhaut und Chori-
oidea zwar haufig, jedoch ohne eine deutlich erkennbare Tendenz bezuglich Alter oder

Lokalisation angefarbt waren.

Auch im Mausmodell konnte Kollagen IX in verschiedenen Strukturen der Augen nachge-
wiesen werden. In den Mausembryonen wurde Kollagen IX in der Membrana limitans in-
terna und der Ganglienzellschicht der Netzhaut, im Glaskorper und im Pigmentepithel ex-
primiert. In schwacherer Intensitat fand sich auch ein Kollagen IX Hybridisationssignal
nahe der hinteren Linsenkapsel (Savontaus et al., 1998). In einer anderen Untersuchung
wurden die Augen von neugeborenen Mausen untersucht. Von Tag 5 bis 20 zeigten sich
jedoch nur sehr geringe Mengen an Kollagen IX-mRNA, sodass diese nicht quantifiziert
werden konnten. In Augen im Alter von 15 Tagen und 15 Monaten wurde Kollagen IX und
Kollagen Il im Glaskorper, der Membrana limitans interna und nahe des Linsenaquators
exprimiert. Zum Zeitpunkt der Geburt fand sich Kollagen IX zudem nahe des sich entwi-
ckelnden Ziliarkorpers. Auch hier trat Kollagen IX nur in Verbindung mit Kollagen Il auf
(Ihanamaki et al., 2001).
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4.3.2 Zur Rolle von Kollagen IX in fetalen und frahkindlichen Muller-Zellen

Kollagen IX kann in den Muller-Zellen dem Stabilitatserhalt des Zytoskeletts dienen. Eine
andere mogliche Funktion kann in der Interaktion mit bzw. dem Aufbau des Glaskorpers
liegen (Ponsioen et al., 2008a). Es bleibt zu klaren, welche endgultige Rolle Kollagen IX
in den fetalen Muller-Zellen einnimmt und aus welchen Grunden eine Kollagen IX Expres-
sion in den fetalen sowie adulten, nicht aber in den fruhkindlichen Muller-Zellen vorzufin-

den ist.

4.4 GFAP-Expression
4.4.1 GFAP-Expression in fetalen und embryonalen Augen

In unserer Untersuchung wurde GFAP vor allem am posterioren Pol der Netzhaut in den
Astrozyten der fetalen Augen exprimiert — nur ein Auge von einem postnatal verstorbenen
Fet der 38. SSW besal} positiv gefarbte Muller-Zellen im Bereich der Langefalte. Zudem
sahen wir eine GFAP-Expression im Nervus opticus. GFAP zeigte sich in den Astrozyten
unserer Kohorte ab der 20. Schwangerschaftswoche besonders in den zentralen Netz-
hautabschnitten. Die Intensitat der GFAP-Farbreaktion nahm mit zunehmendem Alter der
Feten zu. Insgesamt waren altere fetale Augen signifikant starker gefarbt als jungere fe-
tale Augen. Die frihkindlichen Augen waren signifikant starker gefarbt als die fetalen Au-
gen.

In einer Studie mit 16 Augen von 8 Embryonen sahen die Untersucher ein Expressions-
muster fur GFAP (Bozani¢ et al., 2006), das stark dem Expressionsmuster in Astrozyten
von alteren fetalen Augen ahnelt. In Embryonen der 7. bis 8. Schwangerschaftswoche
kam GFAP in den radialen Nervenfasern der neuronalen Netzhaut, die sich durch die
Nervenfaserschicht zur inneren Neuroblastenschicht ziehen, vor. Zudem war GFAP im
Linsenepithel und Zytoplasma der Linsenfasern sowie im Stroma und Endothel der Kor-
nea und in der Vorderkammer zu finden. Des Weiteren zeigte das Mesenchym der Au-
genlider, die Chorioidea und Sklera und der Glaskorper eine GFAP-Expression. Die
GFAP-Expression in der Linse nahm mit zunehmendem Alter und damit zunehmender
Elongation der Fasern ab. Dies deckt sich mit unserer Untersuchung, in der wir keine
Expression von GFAP in diesen Strukturen fanden (Bozanic et al., 2006). Auch in den
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anderen beschriebenen Strukturen konnten wir keine Expression von GFAP beobachten.
Dies kann an der zunehmenden Reife unserer mit einem Alter von 11 Wochen alteren
fetalen Augen liegen. Interessant ware an dieser Stelle eine Untersuchung der GFAP-
Expression in fetalen Augen der 9. bis 11. Schwangerschaftswoche. In anderen Struktu-
ren des Auges wird von einem Einfluss von GFAP auf die Differenzierung der fetalen und
embryonalen Strukturen ausgegangen (Bozanic et al., 2006).

Wahrend der Entwicklung des Mausauges kommt es unter physiologischen Bedingungen
nicht zu einer GFAP-Expression in Muller-Zellen (Verderber et al., 1995). Eine GFAP-
Expression in retinalen Astrozyten konnte jedoch nachgewiesen werden. In den Augen
von Mausembryonen zeigte sich eine GFAP-Expression im Nervus opticus sowie in Zellen
in der Ganglienzellschicht, ansonsten aber in keiner anderen Netzhautschicht. Die Farbre-
aktion der angefarbten Strukturen war am posterioren Pol starker als in peripheren Netz-
hautstrukturen. Auch die Ausdehnung in die Peripherie nahm erst mit zunehmendem Alter
zu. Aufgrund der Lokalisation und der GFAP-Expression gehen die Autoren davon aus,
dass es sich bei den angefarbten Zellen um Astrozyten handelt (Sarthy et al., 1991). Die
Lokalisation am posterioren Pol, welche die Autoren beobachten konnten, deckt sich mit
dem Expressionsmuster von GFAP in den Astrozyten in unserer Untersuchung.

Aulerhalb des Auges konnte GFAP in Feten der 10. bis 16. Schwangerschaftswoche im
Nervengewebe sowie im Knorpel nachgewiesen werden (Kim et al., 2013). Im ZNS kommt
es mit zunehmender Ausreifung zum Austausch von Nestin zu GFAP (Dahlstrand et al.,
1992).

4.4.2 GFAP-Expression in Astrozyten der Netzhaut

Im Gegensatz zu Muller-Zellen sind Astrozyten in Saugetieraugen nur in den vaskulari-
sierten Netzhautabschnitten zu finden (Trivifio et al., 1997). Bei Tieren mit avaskularer
Netzhaut lassen sich Astrozyten nicht nachweisen (Lin et al., 2007; Stone und Dreher,
1987). Astrozyten kommen vor allem in der Nervenfaser- und Ganglienzellschicht vor.
Einige Zellauslaufer kdnnen jedoch bis in die innere Kornerschicht ziehen (Trivifio et al.,
1997). Morphologisch kann man drei unterschiedliche Arten von Astrozyten unterschei-

den: Bipolare Astrozyten, deren Auslaufer parallel zur Nervenfaserschicht verlaufen und
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perivaskulare und sternformige Astrozyten, die zwischen GefalRen und Nervenfasern lo-
kalisiert sind (Reichenbach und Bringmann, 2020).

Die Aufgaben der Astrozyten in der Netzhaut ahneln teils denen der Muller-Zellen. So
beteiligen sich Astrozyten im Auge der Ratte an der Aufrechterhaltung des pH-Werts und
des Elektrolythaushaltes (Newman, 1999). Zudem sind Astrozyten auch an der Aufrecht-
erhaltung der Blut-Retina-Schranke beteiligt (Reichenbach und Bringmann, 2020).

Da GFAP einer der Hauptbestandteile des Astrozyten-Zytoskeletts ist, eignet sich dieser
Marker zur immunhistochemischen Untersuchung von Astrozyten (Bignami et al., 1972).
In Mausaugen wurde GFAP-mRNA in stark vaskularisierten Netzhautarealen starker ex-
primiert als in weniger stark vaskularisierten Netzhautabschnitten. Die sich bildenden Ge-
fale initiierten einen Feedback-Zyklus, der zur Astrozyten-Differenzierung und der damit
verbundenen GFAP-Hochregulierung fuhrte (West et al., 2005). Zudem wird die GFAP-
Expression nach Verletzung der Netzhaut im Rahmen der reaktiven Gliose mit Aktivie-

rung, Reaktivierung und Migration von Astrozyten hochreguliert (Luna et al., 2010).

Es wird vermutet, dass Astrozyten vom Sehnerv aus in die Netzhaut einwandern.
Watanabe und Raff zeigten durch immunhistochemische Farbung mit GFAP bei Ratten-
augen, dass Astrozyten mit zunehmendem Entwicklungsalter nicht nur in zentralen Netz-
hautbereichen, sondern zunehmend auch peripher exprimiert werden (Watanabe und
Raff, 1988). Dies deckt sich mit dem Expressionsmuster der Astrozyten in unserer Ko-
horte. Auch wir sahen mit zunehmendem Alter der Augen eine zentrifugale Ausbreitung
der Astrozyten. Ein weiterer Grund fur die vor allem zentral lokalisierten Astrozyten kann
zudem die zur Ora serrata hin abnehmende Dicke der Nervenfaserschicht sein, in der
folglich nur eine geringere Dichte an Astrozyten zu finden ist (Vecino et al., 2016).

4.4.3 GFAP-Expression in Krankheitsbefunden

Wahrend adulte Muller-Zellen unter physiologischen Umstanden kein GFAP exprimieren,
kommt es in pathologischen Zustanden, wie zum Beispiel bei Erkrankungen des Auges,
zu einer vermehrten GFAP-Expression der Muller-Zellen der Netzhaut. In unserer Unter-
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suchung muss daher besonders die GFAP-Expression in den Muller-Zellen der frihkind-
lichen Augen kritisch betrachtet werden, da es beim AHT in den meisten Fallen zur Netz-
hautschadigung kommt.

Als reaktive Muller-Zellen bezeichnet man Muller-Zellen, die bei Schadigung der Netzhaut
zum Teil mit protektivem, teilweise aber auch schadlichem Verhalten reagieren (Seitz et
al., 2013). Es kommt zu einer vermehrten Expression von Intermediarfilamenten wie
GFAP, Nestin und Vimentin (Luna et al., 2010). Zudem schutten reaktive Muller-Zellen
vermehrt VEGF aus, welches zwar zum einen die Netzhautneuronen vor Apoptose schut-
zen kann (Kilic et al., 2006), bei zu lang andauernder Ausschuttung jedoch zur vorzeitigen
Netzhautdegeneration durch starke Gefaliproliferation fuhrt (Tolentino et al., 2002).

Aulerhalb von pathologischen in vivo-Situationen wird GFAP auch in primaren Mduller-
Zellkulturen exprimiert. Die Zellen stammten aus Augen von Patienten zwischen 5 und 35
Jahren. Das Vorhandensein von GFAP-mRNA wurde in der RT-PCR bestatigt. Die Auto-
ren schliefen daraus, dass Zellkulturen von Muller-Zellen fur die Zellen einen ahnlichen
Stresszustand wie Netzhauterkrankungen darstellen. Ebenso scheinen Muller-Zellen in
Zellkulturen in ihren Eigenschaften eher reaktiven Muller-Zellen zu ahneln (Lupien et al.,
2004).

Die Erkrankungen, bei denen es zu einer Hochregulierung von GFAP in den Muller-Zellen
kommt, sind vielfaltig. In einer Untersuchung von drei Patienten mit Netzhautablosung
konnte GFAP in den Intermediarfilamenten der Mduller-Zellen nachgewiesen werden
(Okada et al., 1990). Auch bei an altersabhangiger Makuladegeneration erkrankten Au-
gen konnte in einigen reaktiven Muller-Zellen GFAP nachgewiesen werden (Edwards et
al., 2016). Augen mit ausgepragteren Drusenbefunden und geographischer Atrophie zeig-
ten zudem eine starkere GFAP-Expression in den aul3eren Muller-Zellfortsatzen als ge-
sunde Kontrollaugen. Altere gesunde Augen zeigten eine leichte GFAP-Expression in ver-
einzelten Muller-Zellen (Wu et al., 2003).

Auch im Glaskorper konnte eine Erhohung der GFAP-Konzentration bei Netzhauterkran-
kungen beobachtet werden, zum Beispiel bei Netzhautablosung oder epiretinaler Gliose
(Junemann et al., 2015) oder bei Patienten, die an Diabetes mellitus erkrankt waren
(Vujosevic et al., 2015).
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Aus welchen Grunden GFAP in reaktiven Muller-Zellen vermehrt exprimiert wird, ist noch
nicht geklart. Einen Hinweis auf die mogliche Rolle von GFAP lieferte eine Untersuchung
mit GFAP-/- Vimentin-/- Mausen. Hier zeigte sich, im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen,
eine geringere Toleranz der Muller-Zellen gegenuber mechanischem Stress, welche sich
in einer Ablosung der Membrana limitans interna vom Rest der Netzhaut aul3erte. Dies
lag an einer Instabilitat der Fortsatze der Muller-Zellen, die sich jedoch nicht unter physi-
ologischen Bedingungen bemerkbar machte. Die Expression von GFAP in reaktiven Mul-
ler-Zellen scheint also eine wichtige Rolle beim Stabilitatserhalt der Muller-Zellen zu spie-
len (Lundkvist et al., 2004).

4.4 .4 Zur Rolle von GFAP in fetalen und frihkindlichen Muller-Zellen

Die Expression von GFAP in einem fetalen Auge der 38. Schwangerschaftswoche, einem
einen Monat alten Auge sowie den vom AHT betroffenen fruhkindlichen Augen unserer
Kohorte ist vorsichtig zu betrachten, da es sich bei GFAP in adulten Augen um einen
bekannten Marker fur reaktive Muller-Zellen bei Erkrankungen der Netzhaut handelt. So
ist besonders bei Augen von Kindern mit AHT bekannt, dass diese Netzhautschaden auf-
weisen (Betz et al., 1996). Auch in alteren fetalen oder fruhkindlichen Augen kdnnen wah-
rend des Schwangerschaftsabbruchs und der Geburt oder aufgrund von Vorerkrankungen
Netzhautschaden auftreten. All dies kann zu einer Reaktivierung der Muller-Zellen gefuhrt
haben. GFAP wird zudem als immunhistochemischer Marker fur den Nachweis einer
Netzhautschadigung bei Verdacht auf AHT benutzt (Verdijk und Herwig-Carl, 2020).

Da GFAP aber auch bei einem Auge eines Fet der 38. SSW und eines Sauglings, der
einen Monat postnatal an einem unklaren Syndrom mit konnataler Kardiomegalie bei Kar-
diomyopathie verstarb, exprimiert wurde und wir bei unserer Untersuchung darauf geach-
tet haben Augen mit einer moglichst unbeschadigten Netzhaut auszuwahlen, ist es durch-
aus maoglich, dass es sich bei der GFAP-Expression in diesen Augen um eine physiologi-
sche oder erkrankungsbedingte Expression von GFAP oder aber um eine Expression
nach Geburt (bei der auch Netzhautblutungen, jedoch meistens in geringerem Ausmal,

beobachtet werden konnen (Kim et al., 2018)) handelt.
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Die GFAP-Expression in Muller-Zellen sollte daher nicht als alleiniger Anhalt fur ein AHT,
sondern nur in Erganzung zu anderen okularen Befunden angesehen werden, da sich
auch in zwei nicht vom AHT betroffenen Augen eine Anfarbung der Muller-Zellen far
GFAP zeigte. Auch muss eine Anfarbung der retinalen Astrozyten sorgfaltig von einer
Anfarbung der Muller-Zellen abgegrenzt werden, was vor allem durch die Lokalisation ge-
lingt. Astrozyten befinden sich vor allem in der retinalen Nervenfaserschicht und Gangli-
enzellschicht. Muller-Zellen hingegen spannen ihre Auslaufer von der inneren zur aulde-
ren Grenzmembran. Ihr Zellkdrper ist in der inneren Kornerschicht lokalisiert
(Reichenbach und Bringmann, 2020).
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsmuster von Nestin, CD44, Kollagen IX
und GFAP in Mduller-Zellen und anderen Augenstrukturen in fetalen und fruhkindlichen
Augen untersucht. Hierzu betrachteten wir das Expressionsmuster in 39 fetalen Augen
der 11. bis 38. Schwangerschaftswoche sowie in den Augen von sechs Kindern, die im

Alter von einem bis neun Monaten verstarben.

Nestin wurde zwischen der 12. bis 34. Schwangerschaftswoche vor allem in der periphe-
ren Netzhaut exprimiert. Jungere fetale Augen zeigten eine Farbreaktion in der zentralen
und peripheren Netzhaut, wahrend altere fetale Augen vor allem eine starke Farbreaktion
in der peripheren Netzhaut zeigten. Die mit zunehmendem fetalem Alter in den peripheren
Netzhautabschnitten auftretende Farbreaktion deckt sich mit der zentrifugalen Entwick-
lung der Netzhaut.

CD44 wurde vor allem von Muller-Zellen der 23. bis 27. Schwangerschaftswoche sowie
in den frihkindlichen Augen exprimiert. Die Expression war in den frahkindlichen Augen
starker als in den fetalen Augen. Wir beobachteten CD44 vor allem in den zentralen Netz-

hautabschnitten.

Fur Kollagen IX zeigte sich ab der 13. Schwangerschaftswoche eine Anfarbung der Mul-
ler-Zellen am posterioren Pol. Ab der 22. Schwangerschaftswoche sahen wir zudem eine
Expression von Kollagen IX in den peripheren Netzhautabschnitten. Altere fetale Augen
waren signifikant starker gefarbt als jungere fetale Augen.

GFAP wurde in den fetalen Augen ab der 23. Schwangerschaftswoche exprimiert. Die
Expression war besonders ausgepragt in den Astrozyten am posterioren Pol. Fetale Mul-
ler-Zellen zeigten bis auf ein Auge der 38. Schwangerschaftswoche keine GFAP-Immun-
reaktion. Alle frihkindlichen Augen zeigten eine GFAP-Expression in den Muller-Zellen
neben der Expression in den Astrozyten. Der Nachweis von GFAP in Muller-Zellen eines
Fet und eines postnatal verstorbenen Sauglings ohne Traumaanamnese unterstreicht,
dass GFAP in Muller-Zellen unter gewissen Umstanden auch unabhangig vom Abusive

Head Trauma exprimiert werden kann.



69

Wir konnten zeigen, dass alle von uns untersuchten Marker in unterschiedlichem Ausmaf}
in fetalen und frahkindlichen Mduller-Zellen in unterschiedlichen Entwicklungsabschnitten
exprimiert werden. Der immunhistochemische Nachweis von Muller-Zellen gelang mittels
Nestin ab der 12. Schwangerschaftswoche. Aus der Eigenschaft der Muller-Zellen, die
hier untersuchten Marker zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten in verschiedenen
Netzhautabschnitten zu exprimieren, schliel3en wir auf eine hohe raumliche und zeitliche
Plastizitat der Muller-Zellen. Dies steht auch im Einklang mit der Annahme, dass Muller-
Zellen wahrend der fetalen Entwicklung vielfaltige Aufgaben tbernehmen und an der Ent-
wicklung der Netzhaut und des Glaskorpers teilhaben.
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