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Zusammenfassung: Nach Histologie der normalen
5schichtigen Bruchschen Membran wird ihr Struk-
turwandel nach verschieden starken Kryopexic-
einwirkungen anhand von 212 Kryopexieldsionen
iiber einen Zeitraum von 3 Jahren hin verfolgt.
Nach kryogener Schiddigung kann einmal dic
innere Lamina basalis der Bruchschen Membran
crhalten bleiben. Das angrenzende Pigment-
epithel wird durch ein Neuroepithel mit hemi-
desmosomenartigen Verdichtungen an seiner basa-
len Plasmamembran ersetzt. Es bleibt die hori-
zontale Trennung von ncurocktodermalem und
mesenchymalem Gewcbe gewahrt. Bei stirkerer
kryogener Schidigung kommt es zu Defekten in
der Lamina basalis interna und zur Infiltration
von Neuroepithel zwischen die Kollagenfaser-
schichten der Bruchschen Membran und die der
Chorioidea. Es erfolgt ecin ,cross-over® von
neuroektodermalem und mesenchymalem Ge-
webe. Bei der Vernarbung werden zahlreiche
Fibroblasten in der Bruchschen Membran und
Chorioidea gefunden; es werden neue Kollagen-
fasern gebildet. Die fibroblastische Aktivitdt ist
zwischen der 4. und 7. Woche beendet. Wenn
Neuroepithel — wahrscheinlich von Miillerschen
Zellen abstammend — die Bruchsche Membran
infiltriert und in die inneren Anteile der

Klin. Mbl. Augenheilk. 164 (1974) 71-89
© F. Enke Verlag, Stuttgart

Bruch’s membrane and its structural changes after
cryopexis
Summary: Departing from the normal histology
of the fivefold laminated Brudh’s membrane, its
structural change after subjecting it no cryo-
pexis lesions of varying intensity is traced through
three years in 212 experimental cases. In one
instance, after cryogenic injury, the inner lamina
basalis of Bruch's membrane persisted. The ad-
joining pigmentary epithelium is substituted by
neuroepithelium with hemidesmosome-like com-
pactions at its basal plasma membrane. The hori-
zontal separation of neuro-ectodermal from
mesenchymal tissue is retained. More severe cryo-
genic lesions result in damage to the lamina
basalis interna and in an infiltration of neuro-
cpithelium between the collagenous fiber layers
of Bruch’s membrane and those of the choroid. A
“cross-over” takes place of neuro-ectodermal and
mesenchymal tissue. Upon cicatrization numerous
fibroblasts are found in Bruch’s membrane and in
the choroid; new collagenous fibers develop.
Fibroblastic activity ends between the 4th and
7th week. In the event that neuroepithelium —
probably stemming from Mueller’s cytoplasm —
should infiltrate Brudi’s membrane and reach the
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Chorioidea vordringt, kann selbst 2 bis 3 Jahre
nach Kryopexie noch eine gewisse Zellaktivitit
angenommen werden. Als Folge der Kryopexie-
einwirkung wird die 5schichtige chorioretinale
Grenzschicht, die Bruchsche Membran, durch ein
weniger differenziertes Abrises Narbengewebe
crsetzt oder — nach stirkerer kryogener Schidi-
gung und Entstehen von Defckten in der Lamina
basalis interna — sogar Teil eines kontinuierlichen
chorioretinalen Narbengewebes. Es ist kaum an-
zunchmen. dafl durch die alterierte Bruchsche
Membran c¢in  nennenswerter Metabolitenaus-
tausch stattfindet oder die frithere Transparenz
besteht.

1. Einfiilirung
Die Bruchsche Membran stellt keine Membran
im anatomischen Sinne dar, sondern setzt sich
aus 5 verschiedenen Schichten zusammen. Sie
ist also eine hochdifferenzierte Grenzschicht
zwischen Chorioidea und Retina (Abb. lau. b).
Entwicklungsgeschichtlich hat sie zwei ver-
schiedene Urspringe. Sie wird cinerseits vom
Mesoderm (Chorioidea) und andererseits vom
Neurocktoderm (Pigmentepithel)  gebildet.
In ihrer Topographie weist sie eine gewisse
Symmetrie auf. In threm Zentrum hebt sich
als histologisch markante Struktur die La-
mina eclastica hervor. Zu beiden Seiten dieser

Abb.1a Im Viereck dieser Abbildung befin

inner parts of the choroid, cell activity of a cer-
tain degree can be assumed to he present cven
as long as two to three years alter cryopexis. As
a result of applying cryopexis the [ivelold lami-
nated chorioretinal separating layer, Brueh's
membrane, is substituted by a less differentiated
fibrous scar tissue or — after more intensive cryo-
genic injury and development of defects in the
lamina basalis interna — Brudh’s membrane even
becomes part of a continuous chorioretinal scar
tissue. It can hardly be assumed that any consid-
crable metabolite exchange through the altered
Brudr's membrane should take place, nor that its
primary transparence should still exist.

Zentralstruktur sind zwei Schichten an-

geordnet.

Die normale Bruchsche Membran setzt sich
somit aus folgenden 5 Schichten zusammen

(Abb. 1¢):

1. Lamina basalis interna,

2. mnere Kollagenfaserschicht,
3. Lamina elastica,

4. dufiere Kollagenfaserschicht,
5. Lamina basalis externa.

@

Sowohl zur Retina bzw. zum Pigmentepithel
hin als auch zur Choriocapillaris hin befindet
sich eine Lamina basalis.

£ i
i o

det sich die Bruchsche Membran. Sie liegt zwischen der

Retina und der Chorioidea. Dieser Bezirk ist in Abb. 1b vergroflert dargestellt. P = Pigmentepithel,

St = Stibchen (Vergr. 80 x 5, Toluidin-Blau).
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Abb. 1b  Normale Retina: Die api

kalen Fortsitze (aF)

des Pigmentepit

chen der sensorischen Retina. Es ist eine deutliche horizontale Schichtung der Meyeloidscheibchen (Y)
in den Stéibchen zu erkennen. Die Bruchsche Membran (B), die in Abb. 1 ¢ vergrofiert dargestellt ist,
ist von den basalen Einfiltelungen (E) des Pigmentepithels und dem Endothel der Choriocapillaris
(Chc) begrenzt (Vergr. 3360fach, elektronenmikroskopisch).

Das an die Lamina basalis interna anschlie-
fiende Pigmentepithel weist an seiner Ober-
{liche zahlreiche Einfiltelungen auf. Im all-
gemeinen betrachtet man das als Anzeichen
fiir aktiven Ilissigkeitstransport in Epithel-
zellen (Pease 1956). An die Lamina basalis
externa grenzt das Endothel der Choriocapil-
laris an. Es besteht aus ciner dufierst diinnen
Schicht mit nur wenig Zytoplasma. Das En-
dothelzytoplasma erscheint in fast regelma-
Bigen Abstinden wie unterbrochen. Man
nennt diese Zytoplasmaliicken Fenestrationen.
In diesen Zytoplasmaliicken befindet sich eine
Gewebsbriicke, die Diaphragma genannt wird
(Abb. 1¢). Diese Strukturen lassen auf einen
regen Metabolitenaustausch schlieflen, der
vermutlich von der Choriocapillaris in Rich-
tung zur Bruchschen Membran stattfindet.

Erwiahnenswert ist hierbei, dafl die Kerne
der Endothelzellen hauptsdchlich auf der
Seite des Kapillarlumens angeordnet sind,
die der Chorioidea zugewandt ist. Das wird
weiter dazu beitragen, den Stoffwechselaus-
tausch durch die Kapillarwand in Richtung
Retina zu erleichtern.

11. Ultrastrukiur der Brucdischen Membran
nach Kryopexie

1. Material und Methode

Zur Kldrung der Strukturverdnderungen in der
Bruchschen Membran nach Kilteeinwirkung wur-
den 212 verschieden starke Kryopexicherde von
106 Kaninchenaugen licht- und elektronenmikro-
skopisch untersucht. Bei den Versuchstieren han-
delte es sich um rote Neuscelandkaninchen mit
einem Gewicht von 2 bis 3 kg. Um die Ergebnisse
miteinander vergleichen zu kinnen, wurden die
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Lisionen an gleichen Netzhautstellen angeordnet,
niamlich je eine Lision am Ende der markhaltigen
Nervenfasern. Von jedem Tierauge konnten so-
mit 2 Kryopexicherde histologisch untersucht wer-
den. Alle Lisionen wurden unter ophthalmo-
skopischer Kontrolle durch die Konjunktiva hin-
durch appliziert. Es wurden zwei Dosierungs-
stirken angewandt: eine mittelstarke und cine
starke (Lincoff u. Mitarb. 1968, 1969, 1970, Kreis-
sig u. Mitarb, 1971).

Die mittelstarke Kryopexiedosierung wurde so
definiert, dafl die Kryode so lange belassen wurde,
bis sich die Retina eben weifl firbte. Nach Ent-
fernen des Stilettes verschwand das Weill im
Bereich der Netzhaut, und ¢s war statt dessen ein
zartes Grau zu erkennen.

Bei der starken Applikation wurde die Kryode
so lange belassen. bis sich dic Retina 3 sec lang
weifl firbte. Nach Entfernen des Stilettes blich
cin weillopaquer Herd zurick.

Fiir die Kryopexieapplikationen wurde dasLinde-
Instrument mit dem von Lincoff (19G4) ent-
worfenen  Stilett benutzt. Dieses Geridt bot
im Gegensatz zu den anderen zur Verfugung ste-
henden Instrumenten (Frigitronics, Keeler) die
Miglichkeit, eine bestimmte Temperatur im
voraus zu wihlen und auflerdem bei jeder Kryo-
pexieapplikation die angewandte Temperatur
und Zeit durch cinen angeschlossenen Vielfach-

Abb. 1¢ Normale Bruchsche
Membran: Sie wird vom retinalen
Pigmentepithel (Ektoderm) und
Chorioidea (Mesoderm) gebildet.
Sie besteht aus 5 Schichten: 1 =
Lamina basalis interna, 2 = innere
Kollagenfaserschicht, 3 = Lamina
clastica, 4 = dufiere Kollagen-
faserschicht, 5 = Lamina basalis
externa. Das Pigmentepithel
besitzt zur Bruchschen Membran
hin zahlreiche Mitochondrien (m)
und basale Einfiltelungen (E); die
Choriocapillaris zeigt im an-
grenzenden Endothel zahlreiche
Fenestrationen (s. freier Pfleil), die
durch ein Diaphragma verschlossen
sind (Vergr. 23 900fach, elektro-
nenmikroskopisch).

schreiber zu registrieren. Bei allen Versuchen
hatten wir die Temperatur auf -30 °C eingestellt,
die Einwirkungszeit lag zwischen 2 bis 10 sec.

Der Zeitpunkt der Enukleation nach der Kilte-
einwirkung variierte zwischen 5 min und 3 Jah-
ren. Im e¢inzelnen wurde die Gewebsreaktion auf-
grund der Kilteeinwirkung nach 5 und 15 Minu-
ten, nach 1, 2, 4, 6, 9 und 12 Tagen untersucht;
danach im Abstand von je einer Woche von 2 bis
20 Wochen und anschliefend in einem 4monati-
gen Intervall von V2 Jahr bis zu 3 Jahren.

2. Histologische Ergebnisse

Die Auswirkungen emer mittelstarken und
einer starken Kryopexieeinwirkung auf die
Bruchsche Membran und die angrenzende
Choriocapillaris unterscheiden sich nur in
wenigen Punkten, so dall die wesentlichen
Verdnderungen zusammengefafit werden
kénnen.

Direkt nach der Einwirkung einer Kryopexie-
applikation zeigt die Choriocapillaris Stasis
und Kongestion: in einigen Bezirken befindet
sich sogar eine Nekrose der Kapillarwand.
Man sieht einen Austritt von Serum und eine
Migration von Blutzellen in das umgebende
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Abb. 2 Bruchsche Membran
direkt nach mittelstarker
Kryopexicapplikation: Kon-
gestion und Stasis der Chorio-
capillaris (Chc) und Chorio-
ideagelific; stellenweise
Austritt (s. Pleile) von Serum
und cinigen Blutzellen in
das umgebende Gewebe.

P = Pigmentepithel,

B = Bruchsche Membran
(Vergr. 160 x 7, Toluidin-
Blau).

2 _— e , :
Abb.3 Bruchsche Membran cinen Tag nach mittelstarker Kryopexicapplikation: Das aulfélligste
Zeichen ist cin Udem, das mehr in der dufleren Kollagenfaserschicht (4Col) und weniger in der inneren
Kollagen(aserschicht (iCol) lokalisiert ist. Lamina basalis interna (lbi) und Lamina clastica (l¢) sind
intakt. P = Pigmentepithel (Vergr. 21 100fach, clektronenmikroskopisch).
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Gewebe. Die Kapillaren kénnen durch die
Kilteeinwirkung thrombosieren (Abb. 2).

Das auffallendste Zeichen am ersten Tag ist
ein Udem, das vorzugsweise in der dulleren
Bindegewebsschicht der Bruchschen Membran
lokalisiert ist. Die Lamina basalis interna und
die Lamina clastica sind intakt geblichen

(Abb. 3).

Auch noch am 4. Tag ist das Udem in den
Bindegewebsschichten der Bruchschen Mem-
bran deutlich vorhanden. Die angrenzenden
Kapillaren erscheinen — wie in Abb.4 zu
schen ist — kollabiert: stellenweise findet man
an ihrer Stelle Bindegewebsstrukturen. Die
Lamina basalis externa ist nur in Resten oder
gar nicht mehr vorhanden.

Andere Zcllen, die in der ungeschidigten
Bruchschen Membran von Leeson und Leeson
(1967) als Iibrozyten bzw. Fibroblasten be-
schrieben wurden. sind jetzt in groflerer Zahl

Diese Zellen stammen wahr-
scheinlich von perivaskuliren Bindegewehs-
zellen ab (Ross u. Odland 1968, Grillo 1963).

vorhanden.

Sie besitzen einen auffallenden Golgi-Appa-
rat und ein ausgeprigtes rauhes endoplasma-
tisches Retikulum (Abb. 5a). Die Kanilchen
sind stark erweitert und an ihrer dufleren
Oberflache dicht mit Ribosomen besetzt
(Abb. 5b). Der Reichtum an rauhem endo-
plasmatischem Retikulum spricht fiir eine
grofle Zellaktivitit. Dies ist auch der Grund
dafiir, daf die Zellen bei Hiamatoxylin-Eosin-
Firbung fir lichtmikroskopische Untersu-
chung basophil reagicren. Dicht an der Plas-
mamembran erkennt man zahlreiche Vesi-
culae, die eine LIxozytose oder Endozytose
vermuten lassen (Abb. 6). Zahlreiche Mito-
chondrien sind im Zytoplasma vorhanden.
Die Kerne dicser Zellen sind lang. mit auf-
fallenden Nucleoli und einem feinkérnigen
Zytoplasma.

Abb. 4 Bruchsche Membran

4 Tage nach mittelstarker Kryo-
pexicapplikation: Neues Pigment-
epithel (nP) ohne basale Ein-
faltelungen bededkt die Bruchsche
Membran (B), in der am deutlich-
sten die Lamina elastica (le) zu
erkennen ist. Das Lumen der
Choriocapillaris ist kollabiert (kol.
Cap). R = ausgepriigtes rauhes
encoplasmatisches Retikulum
(Vergr. 13 600lach, elektronen-
mikroskopisch).
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Abb. 5a Bruchsche Membran

4 Tage nach mittelstarker Kryo-
pexicapplikation: Unterhalb der
Lamina clastica (I¢) ein Fibroblast
(F) mit ausgeprigten rauhen endo-
plasmatischen Retikulum (R),
Vesiculac (V) und gelegentlichen
Lipoidtropfen (L). Neben den
zytoplasmatischen Auslidufern der
Fibroblasten Anhdufungen von
Mikrofibrillen (1 = im Lings-
schnitt, 2 = im Querschnitt); freie
Pfeile = hemidesmosomenartige
Verdichtungen in der basalen
Plasmamembran des neuen Neuro-
cpithels (Nep), in dem deutlich
Glykogenstrukturen zu erkennen
sind (Vergr. 17 400fach, clektro-
nenmikroskopisch).

In der dufieren Bindegewebsschicht der che-
maligen Bruchschen Membran und dem be-
nachbarten Chorioideagebiet sind Anhiu-
fungen von Mikrofibrillen, den Vorliufern
der gestreiften Kollagenfasern, zu erkennen.
Die Mikrofibrillen sind entlang der zyto-
plasmatischen Fortsdtze der Fibroblasten
angeordnet (Abb. 6).

Die Struktur des benachbarten Pigment-
epithels hat sich ebenfalls veriandert; es besitzt
jetzt keine basalen Einfaltelungen mehr.
Statt dessen grenzen fleckférmig aneinander-
gereihte zytoplastische Fortsdtze von undiffe-
renziertem Neuroepithel an die Lamina
basalis interna (Abb. 6). Man erkennt um-
schriebene Verdichtungen in der basalen
Plasmamembran des neugebildeten Neuro-
epithels, das der Lamina basalis und dem

darunterliegenden Bindegewebe zugewandt
ist. Bei stiarkerer Vergrofierung erscheinen
sie wie die Hilfte eines Desmosoms, das — wie
wir uns erinnern — die Neuroepithelzellen
miteinander verbindet (Abb. 7).

Verdichtungen zwischen Epithel und Binde-
gewebe wurden erstmals von Weiss und Ferris
im Jahre 1954 beschrieben und mit ,bobbins®
bezeichnet. Kelly (1966) hat diese Verdich-
tungen an der Verbindungsstelle von Epi-
dermis und Dermis am Molch studiert und
sic Hemidesmosomen genannt; sie sind cha-
rakterisiert durch konvergierende Tonofibril-
len. Die von uns beobachteten umschriebenen
Verdichtungen an der Grenze vom neugebil-
deten Neuroepithel zu den Kollagenfaser-
schichten der Bruchschen Membran hin zeigen
aber nicht die von der Epidermis her bekann-
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Abb.5b  AusschnittvergriBerung (Bezirk R bis L)

aus Fibroblastenzytoplasma von Abb. 5a: In diesem

duflerst aktiven Fibroblasten sind die Kandilchen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (R) so dicht
angcordnet, dafi sie cine parallele Orientierung erhalten. Deutlich erkennbarer Golgi-Apparat (G).
L = Lipoidtropfen, Col = umgcebende Kollagenfasern (Vergr. 56 600fach. elektronenmikroskopisch).

ten Tonofibrillen. Es mull jedoch erwihnt
werden, dall wir auch bei den zwischen den
Neurocepithelzellen bereits anerkannten Des-
mosomen keine Tonofibrillen finden konnten
(Abb. 7). wohingegen die Desmosomen in der
Epidermis deutliche Tonofibrillen aufweisen
(Farquhiar u. Palade 1963, 1965).

Nur in ganz wenigen histologischen Schnitten
konnten wir clektronenmikroskopisch in der
unmittelbaren Umgebung dicser erwihnten
Verdichtungen im Bereich der basalen Plas-
mamembran des neuen Neuroepithels einige
Fibrillen im Querschnitt finden. Aus diesem
Grunde bezeichnen wir diese von uns beob-
achteten Verdichtungen als hemidesmosomen-
artige Strukluren. Sie belinden sich in der ba-
salen Plasmamembran des regenerierten Neu-
roepithels, das an das Bindegewcebe angrenzt.
Die hemidesmosomenartigen Strukturen er-
scheinen in unseren histologischen Schnitten

bei den dlteren Kryopexiclisionen deutlicher

erkennbar (Abb. 8).

Am 6. Tag nach der Kryopexiecinwirkung hat
das Bindegewcbsodem abgenommen. Dic
schon erwiithnten Merkmale einer Zellaktivitat
unterhalb der Lamina elastica bleiben fort-
bestechen und  erreichen am 8. Tag ihren
Hohepunkt.

Am 8. Tag st in den Bindegewebsschichten
kaum noch Odem vorhanden. Auffallend sind
jetzt unregelmifige Verdickungen in der in-
neren Kollagenfaserschicht, die cine wellige
Oberfliche der Lamina basalis interna zur
FFolge haben. Die neuen Kollagenfasern sind
wohl im allgemeinen durch Iibroblasten
unterhalb der Lamina elastica gebildet wor-
den (Abb. 9). da nur ausnahmsweise einmal
cin Fibroblast in der inneren Kollagenfaser-
schicht gefunden wird.
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Abb. 6 Bruchsche Membran 4 Tage
nach mittelstarker Kryopexieapplika-
tion: Neuroepithel (Nep) bedeckt die
Bruchsche Membran, von der nur die
Lamina clastica (l¢) deutlich zu er-
kennen ist. Fibroblast (I) mit aus-
gepragtem Golgi-Apparat (G); an
manchen Stellen sicht man an der
Zellplasmamembran (s. Pleile) zahl-
reiche Vesiculae, dic cinc Exozytosc
oder Endozytose vermuten lassen.

1 = Mikrofibrillen im Lingsschnitt,
2 = Mikrofibrillen im Querschnitt
(Vergr. 26 100fach, clcktronen-
mikroskopisch).

Abb. 7 Bruchsche Membran

4 Wochen nach mittelstarker
Kryopexicapplikation: Neuro-
cpithelschichten (Nep) sind
miteinander durch Desmosomen
(s. senkrecht aulcinander-
stchende Pleile) verbunden.
Inderbasalen Plasmamembran
des Neuroepithels, das die
Bruchsche Membran bedeckt,
sind Verdichtungen (s. 2 hori-
zontal nebeneinanderstehende
Pfleile) zu erkennen, dic als
hemidesmosomenartige Struk-
turen angeschen werden. Dar-
unter dic einzelnen Schichten
der Bruchschen Membran: 1bi =
Lamina basalis interna, iCol =
innere Kollagenfaserschicht,

le = Lamina clastica und

iCol = duBere Kollagenfascr-
schicht (Vergr. 63 600fach,
elektronenmikroskopisch).
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In der 2. und 3. Woche nimmt die fibroblasti-
sche Aktivitit ab.

Bis zur 4. Woche ist die bindegewebige Ver-
narbung zwischen Bruchscher Membran und
angrenzender Choricidea — wie man in Abb.
10 sieht — im wesentlichen beendet. Die Fi-
broblasten ober- und unterhalb der Lamina
elastica besitzen jetzt weniger Zytoplasma.
Das rauhe endoplasmatische Retikulum ist
geringer ausgebildet, mit weniger Ribosomen
bedeckt und der Golgi-Apparat nicht mehr
50 ausgepragt.

Von der chemaligen finfschichtigen Bruch-
schen Membran ist nur noch die Lamina
clastica deutlich zu erkennen. Anstelle der
Bruchschen Membran und der inneren Schich-
ten der Chorioidea findet man jetzt dichtes
Bindegewebe, das viele diinne Zellfortsitze
der Fibrozyten enthilt. Die Fibrozyten er-
scheinen zwischen den Kollagenfasern .wie
im Giéinsemarsch™ hintereinander angeordnet.
Entlang der Fibrozytenfortsitze — und zwar

vorzugsweise in der Nithe der Lamina cla-
stica — findet man noch Anhdufungen von
Mikrofibrillen. Die Bruchsche Membran ist
jetzt Bestandteil eines ausgedehnten fibrdsen
Gewebes geworden, das sich zwischen dem
neugebildeten Neuroepithel der ehemaligen
Retina und den erhalten gebliecbenen Chorio-
ideagefifien erstreckt. In diesem Binde-
gewebe fallen zahlreiche elastische Gewebe-
strukturen auf. Vermutlich entsprechen sie
den elastischen Fasern der Chorioidea, die
vor der Kryopexieapplikation vorhanden,
aber durch die zu diesem Zeitpunkt noch
zahlreichen Melanozytenansammlungen ver-
dedkt waren.

Nach 7 Wochen besitzen die Fibroblasten noch
weniger Zyvtoplasma. und ihre Zellfortsitze
zwischen den Kollagenfaserschichten erschei-
nen nur noch als ganz dinne Linien. s ist
keine fibroblastische Aktivitdt mehr zu erken-
nen. Es ist anzunehmen. dafl die Vernarbung
durch die Fibroblasten zwischen der 4. und
7. Woche abgeschlossen ist.

Abb. 8 Bruchsche Membran

3 Jahre nach mittelstarker
Kryopexieapplikation: Das in
die Bruchsche Membran in-
filtrierte Neuroepithel (Nep)
zeigt an seiner Plasmamembran
zum Bindegewebe hin (1b =
Lamina basalis, Col = Kolla-
genflascern der Bruchschen
Membran) Verdichtungen
(vgl. Pleile). Wir bezeichnen
sic als hemidesmosomenartige
Strukturen, die in dieser

3 Jahre alten Lision deutlicher
als in ciner 4 Wochen alten
Lision (vgl. Abb. 7) hervor-
treten (Vergr. 23 900fach,
elektronenmikroskopisch).



Die Bruchsche Membran und ihr Strukturwandel nach Kryopexie 81

Abb. 9 Bruchsche Membran und Retina 8§ Tage nach mittclstarker Kryopexicapplikation: Neues
Pigmentepithel (nP) bededst die hockrige Bruchsche Membran (B). Die neuen Kollagenfasern
sind wahrscheinlich durch Fibroblasten (F) unterhalb der Lamina elastica (le) gebildet worden.
In dariiberliegender Retina: Pigmentmakrophagen (Mak) und Nervenfaserschicht (N) (Vergr.

6800fach, elcktronenmikroskopisch).

In der 4. Woche sehen wir in einigen histolo-
gischen Schnitten zum erstenmal. wie Neuro-
epithel in dic Bruchsche Membran eindringt
(Abb.11). In der 7. Woche finden wir ein
deutlich abgrenzbares homogenes Zytoplasma
unterhalb der Lamina elastica. Es dhnelt dem
Neuroepithel, das an die innere Oberflidche
der Bruchschen Membran angrenzt. Diese
neuen zytoplasmatischen Fortsdtze unterhalb
der Lamina clastica sind miteinander durch
Desmosomen verbunden. Eine Lamina basa-
lis, durch die dieses Zytoplasma noch eher als
Neuroepithel in einer mesenchymalen Umge-
bung identifiziert werden kénnte, war zu-
nichst nicht aufzufinden.

In der 9. Woche war dieses Zytoplasma von
ciner Lamina basalis umgeben (Abb. 12). Die
Ausbildung dieser Struktur in Zusammen-

hang mit den Desmosomen l&fit vermuten,
dafl es sich bei diesem neuen Zytoplasma, das
die Bruchsche Membran infiltriert hat, um
Neurocpithel handelt. Es beschrinkt sich
zundchst auf die nahe Umgebung der Lamina
elastica, d.h, den Bereich der chemaligen
Bruchschen Membran. In der mittleren und
dufleren Chorioidea ist dagegen kein Neuro-
cpithel festzustellen; man findet dort ledig-
lich schlanke Fibrozyten zwischen den Kolla-
genfasern,

In der 11. Woche lassen sich bereits mehrere
Neuroepithelschichten zwischen dem Binde-
gewebe oberhalb und unterhalb der Lamina
clastica erkennen. Manchmal sieht man sogar,
wie das Neuroepithel durch die Unter-
brechungen in der Lamina elastica penetriert
(Abb. 13). In den 2jdhrigen Lisionen kann
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Abb. 10 Bruchsche Membran und

innere Chorioidea 4 Wochen nach mittel-
starker Keyopexicapplikation: Die Fibro-
blasten (IF) direkt unterhalb der Lamina
elastica (le) haben zu diesem Zeitpunkt
weniger rauhes endoplasmatisches Reti-
kulum (R) als z. B. in Abb. 5a. Im Be-
reich der inneren Chorioidea sind keine
Melanozyten, sondern nur schmale Fibro-
zyten (Fe) zwischen gestreiften Kollagen-
fasern (1 = im Querschnitt, 2 = im Lings-
schnitt). Dazwischen sind elastische
Fasern (eI%) verstreut. Nep = Neuro-
epithel oberhalb der Bruchschen Membran
{Vergr. 10 800fach, elektronenmikro-
skopisch).

Abb. 11 Bruchsche Membran und
Retina 4 Wochen nach mittel-
starker Kryopexieapplikation:
Neuroepithel (Nep), das Nerven-
aserschicht (N) mit Bruchscher
Membran verbindet, umschliefit
cinige riesige Pigmentmakro-
phagen (Mak). Im Bereich der
Pfeile penetriert Neuroepithel die
Bruchsche Membran dber das
Niveau der Lamina elastica (le)
hinaus in die Kollagenfaser-
schichten (Col) hinein. Ibi =
Lamina basalis interna der alte-
rierten Bruchschen Membran
(Vergr. 34S0fach, elektronen-
mikroskopisch).
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Abb. 12 Bruchsche Membran 9 Wochen nach mittelstarker Kryopexieapplikation: Wenig differenzier-
tes Zytoplasma, wahrscheinlich Neuroepithel, unterhalb der Lamina elastica (le) hat freie Ribosomen
und besitzt stellenweise cine Lamina basalis (Ib) zu umgebenden Kollagenfasern hin (Vergr. 17 400fach,

elektronenmikroskopisch).

Abb. 13 Bruchschc Membran

11 Wochen nach mittelstarker
Kryopexicapplikation: Neuro-
epithel (Nep) oberhalb und
unterhalb der Lamina elastica (l¢)
ist zu den Kollagenfasern (Col) hin
durch eine Lamina basalis (Ib) ab-
gegrenzt. Die Neuroepithelzellen
sind miteinander durch Desmo-
somen (2 senkrechte Pleile) ver-
bunden (Vergr. 10 880fach,
elektronenmikroskopisch).
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man schr zahlreiche Neuroepithelschichten in
den inneren Chorioideabindegewebsschichten
crkennen (Abb. 14). In der Regel ist dann das
Neuroepithel von einer Lamina basalis um-
geben. Die Lamina setzt sich auch, wie man in
Abb. 15 sehen kann, nach Penetration der
LLamina basalis interna innerhalb der Bruch-
schen Membran fort.

Die innere Oberfliche der Lamina basalis
interna ist durch den ungleichmifigen Zu-
wachs von Kollagenfasern in der inneren Kol-
lagenfascrschicht hdckerig geworden (Abb. 16).

In dem infiltrierten Neuroepithel findet man
gelegentlich sogar cinen Nukleus oberhalb
(Abb. 17) oder unterhalb (Abb.18) der La-
mina clastica. Die Nuklei haben eine ovale
Form und besitzen dicht angeordnete Chroma-
tingranula perinuklear. In dem an die Nu-

Abb. 14 Bruchsche Membran
2 Jahre nach mittelstarker
Kryopexicapplikation:
Retinales Neuroepithel (Nep)
ist durch Defekte in der
Lamina basalis interna (Ibi)
iber das Niveau der Lamina
elastica (le) hinaus zwischen
die Kollagenfaserschichten
der Chorioidea infiltriert. Als
Bestandteile der chemaligen
Brudhschen Membran vor
Kryopexiceinwirkung sind
nur noch die Lamina basalis
interna, dic innere Kollagen-
faserschicht und die Lamina
elastica sicher abzugrenzen
(Vergr. 6520fach, elektronen-
mikroskopisch).

kleusmembran angrenzenden Zytoplasma be-
sitzt das rauhe endoplasmatische Retikulum
dimne Kanilchen in paralleler Anordnung
zur Kernmembran. Im Zytoplasma nahe des
Nukleus finden sich unregelmafig verteilte
Mitochondrien. Im penetrierten Neuroepithel
sind feine Filamente vorhanden. Die Morpho-
logie des penetrierten Zytoplasma und seiner
Nuklei dhnelt dem Neuroepithel oberhalb der
Bruchschen Membran, das von den Miiller-
schen Zellen abstammt.

Einen zusitzlichen Hinweis daftr, dafl dieses
penetrierte Zytoplasma seinen Ursprung in
den Miillerschen Zellen hat, licfern Schnitte,
bei denen Miillersches Zytoplasma mit fibril-
laren Strukturen die Lamina basalis pene-
triert und sich zwischen den Kollagenfaser-
schichten der Bruchschen Membran und der
angrenzenden Chorioidea aushreitet (Abb. 15).
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Abb. 15 Bruchsche Membran 2 Jahre nach mittelstarker Kryopexicapplikation: Neuroepithel (Nep)
ist von Lamina basalis (Ib) umgeben, die sich auch nach Penetration der Lamina basalis interna in die
Bruchsche Membran fortsetzt. Das Neurocepithel zeigt im Bereich der Zytoplasmamembran zur Lamina
basalis hin (s. 2 horizontal nebencinanderstchende Pfeile) hemidesmosomenartige Verdichtungen.
Zwischen den Neuroepithelschichten, die stellenweise fibrillire Strukturen besitzen, sind Desmosomen
(s. senkrecht Ubereinanderstehende Pleile). Col = Kollagenfasern, ¢l = Lamina elastica (Vergr. 17 400-

[ach, elektronenmikroskopisch).

Abb. 16 Bruchsche Membran 2 Jahre
nach mittelstarker Kryopexieapplika-
tion: Neuroepithel (Nep) mit Nuklei
(Nc¢) oberhalb der Lamina basalis
interna (Ibi) penetriert die Bruchsche
Membran bis unterhalb der Lamina
elastica (le) und ist zur Lamina
clastica und den Kollagenfasern (Col)
hin von ciner Lamina basalis (Ib) um-
geben. Zwischen den Kollagenlasern
sind Fibrozyten (Fe) als diinne Linien
zu erkennen (Vergr. 10 880fach,
elektronenmikroskopisch).
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Finen weiteren Hinweis erhielten wir von
Schnitten, die zu lichtmikroskopischen Unter-
suchungen mit basischem Fuchsin und alkali-
nisiertem Methylenblau gefirbt wurden. Die
Kollagenfaserschichten erscheinen dabei blau,
das neutrale Zytoplasma rosa. Das Neuro-
epithel oberhalb der Bruchschen Membran,
das dicse penetriert und dann zwischen ihre
Kollagenfaserschichten infiltriert, hebt sich
dabei als ununterbrochenes Rosa hervor.

Alle diesc Hinweise lassen vermuten, dafy das
neue Zytoplasma nach Kryopexieeinwirkung
zwischen den Kollagenfaserschichten der
Bruchschen Membran und der inneren Chorio-
idea neuroepithelialer Art ist und wahrschein-
lich von Millerschen Zellen abstammt.

In den 3jdhrigen Lasionen tritt die fibrillire
Struktur — die typisch fir das Miillersche Zyv-
toplasma ist—noch deutlicher hervor (Abb. 19).
An der Stelle, wo das Neuroepithel die La-
mina elastica penetriert, ist infolge der dich-
ten vertikalen Anordnung die fibrillire Struk-
tur ganz deutlich zu erkennen.

Abb. 17 Bruchsche
Membran 2 Jahre nach
mittelstarker Kryo-
pexicapplikation:
Neuroepithel (Nep) mit
Nukleus (Nc) zwischen
Lamina basalis interna
(Ibi) und Lamina
elastica (le) der Bruch-
schen Membran ist zu
umgehenden Kollagen-
fasern hin mit einer
Lamina basalis (s. [rcie
Pleile) umgeben (Vergr.
17 400fach, elektronen-
mikroskopisch).

[Immer dann, wenn das penetrierende Neuro-
cpithel eine Lamina basalis entwickelt, iinden
wir auch diese hemidesmosomenartigen Ver-
dichtungen. und zwar an der dem Binde-
gewebe zugewandten Zytoplasmamembran.
Bei den 3 Jahre alten Lisionen tritt bei unse-
rem Untersuchungsmaterial der Charakter der
hemidesmosomenartigen Strukturen beson-

ders deutlich hervor (Abb. 8).

Inden 3 Jahre alten Kryopexielisionen waren
keine Fibroblasten mchr anzutreffen. weder
mit Lichtmikroskopie — wo sie durch ihre
zytoplasmatische Basophilie zu identifizieren
wiren — noch mit Elektronenmikroskopie — wo
das Vorhandensein eines ausgeprigten rauhen
endoplasmatischen Retikulums eine Aktivitat
anzeigen wiirde. s sind in diesen Priparaten
nur wenige Fibrozyten vorhanden. Sie beflin-
den sich auBerhalb der Lamina elastica und
nehmen geringfigig zur Chorioidea hin an
Zahl zu. Thre dufierst schlanken Zellfortsatze
sind zwischen den Kollagenfaserschichten ver-
streut.
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Abb. 18 Bruchsche Membran 2 Jahre nach mittelstarker Kryopexicapplikation: In dieser Abbildung
sicht man einen Nukleus (Nc) im Neurocpithel (Nep), das in die Bruchsche Membran bis in die Gebiete
unterhalb der Lamina elastica (le) infiltriert ist. Das Neuroepithel besitzt zu den umgebenden Kollagen-
fasern (Col) hin cine Lamina basalis (s. Pleile) (Vergr. 13 040fach, elektronenmikroskopisch).

3. Diskussion

Bei den mittelstarken Kryopexicapplikationen
kann die Lamina basalis interna der Bruch-
schen Membran intakt bleiben. In der Repa-
rationsphase bleibt dann die horizontale
Trennung des neurocktodermalen  und
mesenchymalen Gewebes erhalten. An der
Verbindungsstelle im Bercich der basalen
Plasmamembran des neu gebildeten Neuro-
epithels zur Lamina basalis interna der
Bruchschen Membran hin konnten wir necue
Verdichtungsstrukturen beobachten. Wir ha-
ben sie als hemidesmosomenartige Strukturen
bezeichnet. Sie scheinen zur Adhisionsstirke
zwischen dem Neuroepithel und der Bruch-
schen Membran beizutragen.

In einigen mittelstarken und in den starken
Kryopexieldsionen findet ein ,cross-over” der
zwei verschiedenen embryonalen  Gewebe
statt. Das retinale Neuroepithel infiltriert
durch Defekte in der Lamina basalis interna
zwischen die  Kollagenfaserschichten der
Bruchschen Membran und der Chorioidea. Es
kommt zu einer chorioretinalen Vernarbung.
Die 5schichtige Bruchsche Membran wird da-
bei einerseits Teil eines ausgedchnten fibrésen
Gewebes, das sich zur Chorioidea hin fort-
setzt. Die fibroblastische Aktivitit ist hierbei
zwischen der 4. und 7. Woche beendet.

Andererseits kann retinales Neuroepithel,
das wahrscheinlich von Miillerschen Zellen
abstammt, die durch Kryopexie defekt gewor-
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dene Bruchsche Membran penetrieren, infil-
trieren und weiter bis zur inneren Chorioidea
vordringen. In einem solchen Falle ist dann
drei Jahre nach Kryopexicapplikation noch
eine gewisse Zellaktivitit in diesem Bereich
anzunchmen.

Als Folge der kryogenen Vernarbung hat sich
die Topographie der urspriinglich 5schichtigen
Bruchschen Membran verindert. Das einzige
cindeutige Kennzeichen der Bruchschen Mem-
bran ist jetzt die Lamina elastica. Wenn man
zu diesem Zeitpunkt die Ausdehnung der
Bruchschen Membran iiberhaupt noch defi-
nieren wollte, so wiirde man sie nur im Bereich
zwischen der Lamina basalis interna und der
Lamina elastica mit einiger Sicherheit fest-
legen kénnen. Jedoch auch dieses Areal der
Bruchschen Membran hat sich verdndert: denn
cs hat durch zusitzliche Kollagenfasern und
durch das infiltrierte Neuroepithel an Aus-
dehnung zugenommen,

s ist kaum anzunehmen. dafd durch diese nach
Kryochirurgie alterierte Bruchsche Membran
noch ein nennenswerter Metabolitenaustausch

Abb. 19 Bruchsche Membran mit
infiltriertem Millerschen Zyto-
plasma 3 Jahre nach mittelstarker
Kryopexieapplikation: Bei dieser
3 Jahre alten Lision tritt die
fibrilldre (fb) Struktur —so typisch
fir das Millersche Zytoplasma —
besonders deutlich im infiltrierten
Neuroepithel hervor. Im Gebiet,
wo es die Lamina elastica (le) der
Bruchschen Membran penetriert,
ist sogar eine deutliche vertikale
Anordnung dieser fibrilliren
Strukturen zu erkennen. Das alles
spricht dafiir, daf} es sich bei
dicsem infiltrierten Neuroepithel
um Miillersches Zytoplasma (M)
handelt (Vergr. 23 900fach,
elektronenmikroskopisch).

stattfinden kann, noch erscheint es moglich,
dafi diese ,Membran® im gleichen Male
transparent ist wie vor der Schiddigung und
Vernarbung. Der Zuwachs an nicht orientier-
ten Kollagenfasern zusammen mit den zu-
satzlichen zahlreichen Neuroepithelschichten
lassen eher eine Opazitit vermuten.

Dies wiirde bedeuten, dafl beim Ophthalmo-
skopieren der Durchblick auf dic tieferliegen-
den Schichten der Chorioidea erschwert bzw.
unméglich geworden ist.

Aus der klinischen Praxis wissen wir, daf} die
Kryopexieherde im Verlauf von vielen Mona-
ten und Jahren immer blasser werden. Ein
chemalig pigmentierter Kryopexieherd kann
mit der Zeit nur noch als weifle Narbe er-
scheinen.

Die soeben erwihnten histologischen Verin-
derungen — zusammen mit der Tatsache, dafd
die Pigmentmakrophagen der Retina allmih-
lich abwandern und die Melanozyten der in-
neren Chorioidea nach Kryopexicanwendung
abnehmen — kénnten ein histologisches Sub-
strat fiir das allméahliche Abblassender jahre-
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alten Kryopexicherde darstellen. Diese aus
ophthalmoskopischer Sicht fast als ,Narben-
atrophie® zu bezeichnende Verdnderung der
Kryopexicherde 1dft aber aufgrund der vor-
liegenden Ultrastrukturbefunde auf keine
Abnahme der Narbenfestigkeit schlieflen.
Diesem Fundusbefund liegt — zumindest im
Tierversuch — histologisch eine Infiltration
von retinalem Gewebe in die Bruchsche Mem-
bran und in die angrenzende Chorioidea zu-
grunde. Aus fritheren tierexperimentellen
Untersuchungen (Lincoff u. Mitarb. 1970,
Lincoff u. Kreissig 1971, Bloch u. Mitarb.
1971) wissen wir, dafl die mechanische Zug-
festigkeit dieser Narben fortbestehen bleibt.
Dieser soeben diskutierten Narbenfestigkeit
der ,abgeblafiten” Kryopexieherde liegt also
letztlich eine besonders dichte Verflechtung
der benachbarten Retina und Chorioidea zu-
grunde. Dies geht aber mit einem gleichzeiti-
gen Verlust bzw. einer Umwandlung der
urspriinglich  dazwischengeschalteten hoch-
differenzierten 5schichtigen Bruchschen Mem-
bran einher.
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