
Aus dem Department für Kleintiere und Pferde 

der Veterinärmedizinischen Universität Wien 

Klinische Abteilung für Kleintierchirurgie Organisationseinheit: Augenstation 

(Leiterin: Ao. Univ.-Profin Drin med. vet.  

Barbara Nell, Dipl. ECVO) 

Immunohistochemische Darstellung von Immunoglobulin G 
in gesunden Pferde-, Hunde- und Katzenhornhäuten 

INAUGURAL-DISSERTATION 

zur Erlangung der Würde eines 

DOCTOR MEDICINAE VETERINARIAE 

der Veterinärmedizinischen Universität Wien 

vorgelegt von 

Tierärztin Verena Maria Herb 

        Wien, im März 2022



Meiner Familie 
gewidmet 



Betreuer/in und Gutachter/in 

 
Erstbetreuer/in: 

Department/Universitätsklinik für Kleintiere und Pferde 
Klinische Abteilung für Kleintierchirurgie, Augenstation 
Nell, Barbara, Ao. Univ.-Profin Drin med. vet., Dipl. ECVO 

 Zweitbetreuer/in: 

Department für Pathobiologie 
Institut für Pathologie und Gerichtliche Veterinärmedizin 
Url, Angelika, Ass.-Profin Drin med. vet. 

 
Gutachter/in: 
Department für Pathobiologie 
Institut für Pathologie und Gerichtliche Veterinärmedizin
Weissenböck, Herbert, Univ.-Prof. Dr. med. vet., Dipl.ECPHM



Inhaltsverzeichnis 

1 Einleitung .................................................................................................................... - 1 - 

1. 1. Die Hornhaut und das korneale Immunprivileg .................................................... - 1 -

1. 2. Immun-vermittelte Pathologien der Hornhaut ……………………………….….. - 3 -

1. 3. Das humorale Immunsystem und Immunglobuline ……..………………………. - 4 -

1. 4. Immunglobuline in der menschlichen und tierischen Hornhaut ............................. - 5 - 

1. 5.  Immunhistochemischer Nachweis von IgG in der Hornhaut ….…........................ - 6 -

1. 6.  Fragestellung …...................................................................................................... - 7 -

2   Publikation ................................................................................................................     - 8 - 

3   Erweiterte Resultate …............................................................................................... -16-

4   Erweiterte Diskussion ................................................................................................ -25-

4. 1. Gesunde Hornhäute …………………………….................................................... -25-

4. 2. Pathologisch veränderte Hornhäute ……………………………….……………... -27-

4. 3. Methodik ……..…………………………………………………..………………. -30- 

4. 4. Einschränkungen und Ausblick ………………………………............................... -32- 

5  Zusammenfassung ..................................................................................................... -34-

6 Summary …………................................................................................................... -35-

7 Abkürzungsverzeichnis .............................................................................................. -36-  

8  Literaturverzeichnis ................................................................................................... -37-

9     Danksagung ............................................................................................................. -44-



-1-

1 Einleitung 

1. 1. Die Hornhaut und das korneale Immunprivileg

Die Hornhaut ist der gewölbte vordere Teil der äußeren Augenhaut und die vordere Begrenzung

des Augapfels. Sie stellt das klare, je nach Spezies runde bis querovale Fenster für den Lichteintritt

in das Auge dar und leistet zugleich einen Großteil der Lichtbrechung. Um diesen Funktionen

gerecht zu werden, ist sie im physiologischen Zustand durchsichtig und avaskulär (Nishida et al.

2016, Whitley und Hamor 2021).1 In der Peripherie geht die Hornhaut in den stark vaskularisierten

Limbus über (Nishida et al. 2016), welcher die Begrenzung zur Lederhaut darstellt. Außen liegt

der Hornhaut der präkorneale Tränenfilm auf, der mit ihr eine funktionelle Einheit hinsichtlich der

Lichtbrechung bildet; auf der Innenseite steht sie als vordere Begrenzung der vorderen

Augenkammer in Kontakt mit dem Kammerwasser. Die Ernährung der Hornhaut erfolgt

ausschließlich per Diffusion aus den kapillaren Blutgefäßen des limbalen Randschlingennetzes,

aus dem präkornealen Tränenfilm und dem Kammerwasser (Nishida et al. 2016, Meekins et al.

2021).

Die Hornhaut kann in ihrem Aufbau in vier Schichten unterteilt werden. Das mehrschichtige,

nicht-verhornende Epithel stellt die äußerste Schicht dar; es weist eine Basalmembran auf, an der

die Basalzellen anhaften, welche sich nach außen hin weiter zu Flügelzellen und schließlich

Schuppenzellen entwickeln (Nishida et al. 2016, Meekins et al. 2021). Das Hornhautstroma ist die

dickste Schicht und enthält Transparenz erlaubend geschichtete Kollagenfasern, vereinzelte

spindelförmige Fibroblasten sowie eine extrazelluläre Matrix, die aus Wasser,

Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und anderen wasserlöslichen Molekülen besteht (Espana

und Birk 2020). Angrenzend an das Stroma befindet sich die Descemet-Membran, welche die

azelluläre Basalmembran der innersten Hornhautschicht, des einschichtigen Endothels, darstellt

(Nishida et al. 2016). Beim Menschen wird als zusätzliche Schicht die azelluläre Bowman-Schicht

1 Da speziesspezifische Ausnahmen von dieser Regel existieren, beispielsweise die 

physiologischerweise vaskularisierte Hornhaut der Seekuh, beziehen sich die 

anatomischen Beschreibungen in dieser Dissertationsschrift auf die gemeinsamen 

Charakteristika der Hornhaut von Mensch, Kaninchen und den 

veterinärophthalmologisch relevantesten Tierarten Hund, Katze und Pferd. 
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zwischen epithelialer Basalmembran und Stroma unterschieden (Nishida et al. 2016). Da die 

Funktionen  der   einzelnen   Hornhautschichten  nicht   Gegenstand   dieser   Dissertationsschrift 

sind, wird diesbezüglich auf die einschlägige Literatur verwiesen (Nishida et al. 2016, Espana und 

Birk 2020, Meekins et al. 2021).  

Die Hornhaut ist in der Regel im Zentrum am dünnsten und wird zum Limbus hin dicker (Mishima 

1968); die Gesamtdicke der Hornhaut sowie des Hornhautepithels variiert speziesspezifisch (Tab. 

1). Weiters haben Tierrasse (Meekins et al. 2021), Alter (Gilger et al. 1991, Gilger et al. 1993, 

Herbig und Eule 2015) sowie Tageszeit (Martin-Suarez et al. 2014, Garzon-Ariza et al. 2017) 

Einfluss auf die physiologische Dicke der intakten Hornhaut. 

Tab. 1. Vergleichende Gesamtdicke der Hornhaut von Mensch, Kaninchen, Pferd, Hund und 

Katze. 

Mensch Kaninchen Pferd Hund Katze 

Zentrale 

Hornhautdicke 

(µm) 

500 

(Mishima 

1968) 

381,6±27,3 

(Li et al. 

1997) 

800±50 

(Pinto und 

Gilger 2014) 

610,56±57,48 

(Wolfel et al. 

2018) 

548,93±39,05 

(Cleymaet et 

al. 2016) 

Epitheldicke 

(µm) 

50 

(Nishida et 

al. 2016) 

47,7±2,2 

(Li et al. 

1997) 

175 

(Pirie et al. 

2014) 

25–40 

(Meekins et 

al. 2021) 

25–40 

(Meekins et 

al. 2021) 

Gemeinsam mit dem präkornealen Tränenfilm und der Bindehaut ist die Hornhaut Teil des 

funktionalen Systems der Augenoberfläche, das permanent mit der Außenwelt in Kontakt steht 

und dem somit nicht nur eine mechanische Schutzfunktion zukommt (Nishida et al. 2016, Whitley 

und Hamor 2021). Erstgenannte Anteile sind reich an immunologischen Abwehrmechanismen, so 

enthält die Tränenflüssigkeit in großen Mengen wasserlösliche Bestandteile des angeborenen als 

auch adaptiven Immunsystems, u.a. Immunglobuline, Lysozym und Lactoferrin (Ciralski et al. 

2016, English und Gilger 2021). Die stark vaskularisierte Bindehaut ist reich an Abwehrzellen und 

verfügt zudem über das Konjunktiva-assoziierte lymphoide Gewebe (Knop und Knop 2007). Im 

Hornhautgewebe selbst fehlen jedoch physiologischerweise sowohl Blut- als auch Lymphgefäße 

(Cursiefen et al. 2002), ebenso sind Antigen-präsentierende Zellen nur im peripheren 

Hornhautepithel (Langerhans-Zellen) sowie sehr vereinzelt im Hornhautstroma (dendritische 

Zellen) enthalten (Hamrah et al. 2003, English und Gilger 2021, Liu und Li 2021). Dadurch kommt 
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es in der Hornhaut zu einer verzögerten Antigenerkennung und somit zu einer verlangsamten 

Immunantwort (Steuhl 2000). Dieses Phänomen wird geläufig unter dem Begriff des kornealen 

Immunprivilegs  geführt  und  wird  für die  bessere  Prognose von Hornhauttransplantationen  im 

Vergleich zu anderen Organtransplantaten verantwortlich gemacht (Medawar 1948, Taylor 2016). 

 

1. 2. Immun-vermittelte Pathologien der Hornhaut 

In der Augenheilkunde sind immun-vermittelte Keratopathien weit verbreitet; manche werden 

durch infektiöse Erreger oder andere exogene Noxen angestoßen, während anderen mutmaßlich 

oder bewiesenermaßen eine auto-immune Genese zugrunde liegt (Ciralski et al. 2016, Brooks et 

al. 2017, Whitley und Hamor 2021). Als mutmaßlich auto-immunvermittelt gelten in der 

Veterinärophthalmologie Keratopathien, die auf immun-suppressive bzw. immun-modulierende 

Therapie ansprechen und bei denen bisher kein ätiologischer exogener Auslöser identifiziert 

werden konnte (Brooks et al. 2017, Glaze et al. 2021, Whitley und Hamor 2021). 

Allen immun-vermittelten Keratopathien gemein ist die potenziell verheerende Auswirkung auf 

die korneale Transparenz und somit das Sehvermögen (Streilein et al. 1977, Whitcher et al. 2001). 

Im Zuge des immun-vermittelten Geschehens kommt es zur Einwanderung von Immunzellen in 

das Hornhautgewebe, kornealer Gefäßeinsprossung, einem Hornhautödem, einem 

Entzündungsgeschehen und darauffolgend zur Vernarbung oder sogar Pigmentierung der 

Hornhaut (Ciralsky et al. 2016, Grahn und Peiffer 2021). Die Erkrankungen sind meist zumindest 

unangenehm, oft jedoch schmerzhaft und schränken die Lebensqualität der Betroffenen ein 

(Reynaud et al. 2017). Häufig ist eine protrahierte Therapie, im Fall von auto-immunen 

Keratopathien teilweise sogar lebenslange lokale Immunsuppression oder -modulation 

erforderlich (Brooks et al. 2017, Glaze et al. 2021, Whitley und Hamor 2021). Kann der 

Krankheitsverlauf nicht kontrolliert werden, droht der Verlust des Sehvermögens (Whitcher et al. 

2001, Singh et al. 2022). Beim Menschen kann diesem unter Umständen mittels einer 

Hornhauttransplantation abgeholfen werden (Hannush und Riveroll-Hannush 2016), in der 

Veterinärophthalmologie sind die diesbezüglichen Möglichkeiten jedoch noch eingeschränkt 

(Whitley und Hamor 2021).  

Beispiele für immun-vermittelte Keratopathien in der Humanophthalmologie sind Herpes-

simplex-Keratitis, welche durch das humane Herpes-simplex-Virus ausgelöst wird (Pepose 1991, 

Streilein et al. 1997), und periphere ulzerative Keratitis, die mutmaßlich auto-immunbedingt bei 

Patienten  mit  anderen  Autoimmunerkrankungen  wie  rheumatoider  Arthritis  vorkommen  kann  
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(Aiello et al. 2021). In der Veterinärophthalmologie wären als mutmaßlich auto-immunbedingte 

Beispiele beim Hund die chronische superfizielle Keratitis (CSK; auch: Schäferhundkeratitis) 

(Campbell et al.  1975,  Williams et al.  1995)  und  beim  Pferd  die  immun-mediierte  Keratitis  

(IMMK) zu nennen (Brooks et al. 2017). Bei Katzen wird bezüglich den zwei verschiedenen 

immun-vermittelten Hornhauterkrankungen eosinophile Keratitis und chronische stromale 

Keratitis vermutet, dass sie Spätfolgen einer Infektion mit den Felinen Herpesvirus 1 sind 

(Nassisse 1990, Andrew 2008). 

In der veterinärophthalmologischen Forschung gibt es Bemühungen, mittels Nachweis von 

Antikörpern in der pathologisch veränderten Hornhaut den Beweis einer immun-vermittelten 

Ätiologie zu erbringen (Eichenbaum et al. 1986; Pate et al. 2012, Braus et al. 2017). Im 

nachfolgenden Abschnitt wird erläutert, welche Rolle Antikörpern, Synonym für 

Immunglobuline, im Immunsystem zukommt. 

1. 3. Das humorale Immunsystem und Immunglobuline

Das Immunsystem kann funktionell in eine angeborene und erworbene Immunität bzw. in ein

zelluläres und humorales Immunsystem unterteilt werden (Göbel und Kaspers 2010). Das

humorale Immunsystem ist weiter unterteilbar in einen unspezifischen Teil, zu dem Proteine der

Akute-Phase-Reaktion, das Komplementsystem, Zytokine, Defensine und Lysozyme gehören,

und einen spezifischen Teil, den die Antikörper ausmachen (Göbel und Kaspers 2010, English und

Gilger 2021). Alle Bestandteile des humoralen Immunsystems sind wasserlöslich, daher im

Blutserum sowie im Extrazellulärraum präsent; letzterer umfasst sowohl die Flüssigkeiten der

Körperhöhlen als auch den Extrazellulärraum im Gewebe der Organe (Göbel und Kaspers 2010).

Die Aufgabe des humoralen Immunsystems besteht in der Initiierung von Immunreaktionen. Den

von B-Lymphozyten produzierten Antikörpern kommt insbesondere die Aufgabe zu, nach Kontakt

mit einem zuvor als fremd erkannten Antigen Immunreaktionen auszulösen (Göbel und Kaspers

2010).

Es werden fünf Klassen von Antikörpern mit verschiedenen Eigenschaften und Aufgaben

unterschieden (Göbel und Kaspers 2010). Im Hinblick auf die vorliegende Studie wird im

Folgenden nur auf relevante Charakteristika der Klassen Immunglobulin G (IgG), IgM sowie IgA

eingegangen und für weitere Informationen über diese als auch über IgE sowie IgD auf die

einschlägige Literatur verwiesen. Die nachfolgenden Größen- und Mengenangaben beziehen sich

auf den Menschen, sind jedoch mit denen  beim  Tier  vergleichbar (Pain 1963, Lamm und Small
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1966, https://www.agrisera.com/en/info/molecular-weight-and-isoelectric-point-of-

various-immunoglobulins.html, Zugriff 17.03.2022). IgG hat ein Molekulargewicht von 

150 kDa (Edelman et al. 1969, Berg et al. 2007), weist mit Abstand die höchste 

Konzentration aller Antikörper im Blutserum von  12 mg/ml–1 auf, dient u.a. der  Immunabwehr  

im  Extrazellulärraum gegen Bakterien und Viren und vermag das Komplementsystem zu 

aktivieren (Berg et al. 2007). IgM stellt ein wesentlich größeres Molekül mit einem 

Molekulargewicht von 950 kDa dar und ist in der Frühphase von Infektionen für die erste 

Abwehr gegen Mikroorganismen im Blut zuständig, wo es eine Konzentration von 1 mg/ml–1 

erreicht (Berg et al. 2007). IgA weist als Monomer ein Molekulargewicht von 170 kDa auf 

(Cohen und Milstein 1967) und erreicht eine Blutserumkonzentration von 3 mg/ml–1, 

während es auf Schleimhäuten sowie im Tränenfilm als sekretorisches Dimer mit bis zu 500 

kDa präsent ist (Berg 2007). Da die Hornhaut kaum Vertreter des zellulären Immunsystems 

enthält und das Hornhautstroma reich an extrazellulärer Matrix ist (Espana und Birk 2020), 

hat es umfassende Untersuchungen zum Vorkommen von Antikörpern in der Hornhaut 

gegeben, auf die im folgenden Abschnitt eingegangen wird. 

1. 4. Immunglobuline in der menschlichen und tierischen Hornhaut

Nachdem bereits 1932 die Entdeckung gemacht wurde, dass die Hornhaut Proteine aus dem Blut

enthält (Krause et al. 1932), gelang erst später der Nachweis von IgG-Antikörpern aus kornealem

Flüssigkeitsextrakt (Kawerau und Ott 1961). Studien zur Verteilung und Diffusion von

Hämoglobin und Serumalbumin legten den Grundstein für die Annahme, dass wasserlösliche

Moleküle bis zu einem Molekulargewicht von 500 kDa aus den limbalen Blutgefäßen zentripetal

in das Hornhautstroma diffundieren können (Maurice et al. 1957, Maurice et al. 1965). Die

Diffusionsrate und das Verteilungsmuster der Moleküle hängen dabei unter anderem vom

Molekulargewicht und dadurch auch von der Verlustrate über das Epithel und Endothel ab

(Maurice und Riley 1970). Dementsprechend ist das nachgewiesene Vorkommen von

Immunglobulinen in der Hornhaut von Menschen und Kaninchen interpretierbar: IgM ist aufgrund

seines großen Molekulargewichtes lediglich in der Hornhautperipherie nachweisbar (Allansmith

und McClellan 1975), während IgG und IgA gleichförmig über das gesamte Hornhautstroma

verteilt sind (Stock und Aronson 1970, Allansmith und McClellan 1975, Allansmith et al. 1979).

IgG erreicht dabei im Hornhautstroma die Hälfte seiner Konzentration im Serum, während es bei

IgA  etwa   ein   Fünftel  der  Serumkonzentration  ist  (Allansmith  und  McClellan  1975).   Die

https://www.agrisera.com/en/info/molecular-weight-and-isoelectric-point-of-various-immunoglobulins.html
https://www.agrisera.com/en/info/molecular-weight-and-isoelectric-point-of-various-immunoglobulins.html
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errechneten Diffusionskoeffizienten für IgG im Hornhautstroma liegen zwischen 0,002 und 

0,004 cm2/Tag (Allansmith et al. 1979, Osusky et al. 1993), wonach rechnerisch von einer Dauer 

zwischen 50 und 70 Tagen ausgegangen wird, bis ein Gleichgewicht zwischen der kornealen und 

der Serumkonzentration erreicht ist (Verhagen 1990, Osusky et al. 1993). 

Es ist hinreichend publiziert, dass es bei einer Hypergammaglobulinämie zu einer pathologischen 

Anreicherung von IgG-Komplexen in der Hornhaut kommt (Kawaji et al. 1980, Kremer et al. 

1989, Garibaldi et al. 2005, Matoba et al. 2010). Beschrieben wurde dies beispielsweise 

paraneoplastisch beim Multiplen Myelom (Kleta et al. 2004) und iatrogen bei therapeutischer 

intravenöser Immunglobulininfusion (Viswanathan et al. 2016).  

Je eine Studie zur kaninen CSK und zur equinen IMMK widmeten sich dem Antikörpernachweis 

in pathologisch veränderten Hornhäuten und vereinzelten gesunden Vergleichshornhäuten 

(Eichenbaum et al. 1986, Pate et al. 2012). Die Ergebnisse zum Antikörpervorkommen in den 

erkrankten Hornhäuten waren variabel und in keiner der gesunden Hornhäute konnten Antikörper 

nachgewiesen werden (Eichenbaum et al. 1986, Pate et al. 2012), was den oben beschriebenen 

Erkenntnissen über die Menschen- und Kaninchenhornhaut widerspricht. 

Nach Kenntnis der Autorin existiert keine Grundlagenliteratur über das Vorhandensein und das 

Verteilungsmuster von Immunglobulinen in der physiologischen Hornhaut von Hund, Katze und 

Pferd, welche den Großteil der in der Veterinärophthalmologie behandelten Patienten darstellen. 

Das Wissen über eventuelle speziesspezifische Unterschiede in der Verteilung des kornealen 

Immunsystems könnte Rückschlüsse auf die Ätiologie von immun-vermittelten 

Hornhautpathologien zulassen, die sich tierartlich sehr unterschiedlich darstellen können (Andrew 

2008, Brooks et al. 2017, Maggs 2018, Whitley und Hamor 2021). 

Als Untersuchungsgegenstand der vorliegenden Dissertationsschrift wurde IgG ausgewählt, da 

aus den oben genannten Studien bekannt ist, dass diese Antikörperfraktion den weitaus größten 

Anteil des Antikörpergehaltes von Menschen- und Kaninchenhornhäuten ausmacht (Stock und 

Aronson 1970, Allansmith und McClellan 1975, Verhagen 1990). 

1. 5. Immunhistochemischer Nachweis von IgG in der Hornhaut

In der Literatur sind verschiedene Methoden zum Nachweis von Immunglobulinen in der

Hornhaut verwendet worden. Für den quantitativen Nachweis von Antikörpern und die

Diffusionsexperimente wurde Flüssigkeitsextrakt aus Hornhäuten analysiert; zur Unterscheidung

zentraler versus peripherer Anteile wurde die Hornhaut zuvor in verschiedene Abschnitte unterteilt
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(Kawerau und Ott 1961, Stock und Aronson 1970, Allansmith und McClellan 1975). Zur 

semiquantitativen Bestimmung der Antikörperverteilung in den verschiedenen Hornhautschichten 

eignen sich diverse immunhistochemische Nachweismethoden; die meisten Studien verwendeten 

direkte oder indirekte Immunfluoreszenz bei lyophilisierten Hornhäuten (Allansmith et al. 1969, 

Allansmith et al. 1979, Eichenbaum et al. 1986, Pate et al. 2012). 

Als Nachweismethode wurde für diese Dissertationsstudie eine automatisierte chromogene 

Immunhistochemie ausgewählt, da diese zum Einsatz bei standardisiert in Formalin fixierten 

Hornhäuten geeignet ist und somit auch die Untersuchung pathologisch veränderter Proben 

erlaubt, welche unter klinischen Bedingungen gewonnen werden (insbesondere im Rahmen einer 

lamellären Keratektomie). Zur genauen Beschreibung der Methodik wird auf die Publikation 

verwiesen. 

1. 6. Fragestellung

Das primäre Ziel dieser Dissertationsstudie ist die Untersuchung des physiologischen IgG-

Gehaltes gesunder Hornhäute von Pferden, Hunden und Katzen. Dies beinhaltet die Darstellung 

von IgG-Antikörpern im Hornhautgewebe mittels automatisierter chromogener 

Immunhistochemie und die semiquantitative Auswertung der Signalausprägung hinsichtlich 

Vorhandensein und Verteilungsmuster. Als weitere Zielsetzung soll der Einfluss von Tierart, Alter 

und Geschlecht auf die Signalausprägung analysiert werden. Die zu beweisende Hypothese lautet, 

dass IgG-Antikörper im kornealen Stroma bei allen Tierarten konstitutiv und mit einem 

gleichmäßigen Verteilungsmuster vorkommen.

Zusätzlich werden im Rahmen der Verfügbarkeit pathologisch veränderte Hornhautproben 

untersucht, mit der Hypothese, dass deren IgG-Gehalt von dem gesunder Hornhäute abweicht.
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3 Erweiterte Resultate 

Nachdem in der Publikation die gesunden Hornhäute ausgewertet wurden, werden 

im folgenden Abschnitt die Ergebnisse der pathologisch veränderten Hornhäute beschrieben. 

Es standen pathologisch veränderte Hornhautproben von fünf Pferden, acht Hunden und 

zehn Katzen zur Verfügung, die nach dem gleichen Protokoll wie die gesunden untersucht 

wurden. Die Altersspanne der Pferde reicht von 0,6 bis 24,9 Jahre, die der Hunde von 5,3 bis 

15,9 Jahre und die der Katzen von 0,5 bis 18,8 Jahre. Von den insgesamt 23 erkrankten 

Hornhäuten stammen 17 von Augen, die entweder aufgrund einer klinischen Indikation intra 

vitam oder bei aufgrund von nicht-okulären Ursachen euthanasierten Tieren post mortem 

enukleiert wurden. Die restlichen sechs sind lamelläre Keratektomieproben des Epithels 

und oberflächlichen Hornhautstromas, welche im Zuge einer klinisch indizierten Operation 

gewonnen wurden. Die Proben wurden anhand der verschiedenen und variabel 

stark ausgeprägten Hornhautpathologien in vier Kategorien unterteilt. Die Beurteilung der 

Signalintensität in den einzelnen Hornhautschichten erfolgte deskriptiv nach der gleichen 

4-Punkte-Skala (0=kein Signal, 1=geringgradige, 2=mittelgradige, 3=hochgradige 

Signalintensität) wie bei den gesunden Hornhäuten. Sofern in den Peptidkontrollen 

Signal vorhanden war, wurde dies von den immunhistochemisch gefärbten Proben 

abgezogen und so die finale Signalintensität erhalten, die in den folgenden 

Ergebnistabellen aufgeführt wird.  Zur Illustrierung der Signalintensität werden pro Kategorie 

für einen Beispielfall Abbildungen beigefügt. Bei der Interpretation ist zu bedenken, 

dass kein direkter Vergleich der Signalintensität zwischen diesen Abbildungen 

möglich ist, da die Beurteilung stets von der jeweiligen Positiv- und Negativkontrolle 

eines jeden immunhistochemischen Durchganges abhängig ist. 

In Kategorie 1 wurden acht Augen mit mittel- bis hochgradig entzündlichen, ulzerativen 

Hornhautpathologien aufgenommen. Sie stammen von drei Pferden und fünf Hunden 

und umfassen ein Kollagenaseulkus, einen Hornhautabszess, fünf Hornhautperforationen 

sowie ein Hornhautulkus bei einem Sekundärglaukom mit korneal adhärenter prä-iridaler 

fibrovaskulärer Membran (PIFM). Wie Tab. 2 zu entnehmen ist, stellt sich die 

Signalintensität im Bereich der Läsion in 6/8 Fällen beim Epithel, in 4/8 Fällen beim Stroma 

und in 1/8 Fällen beim Endothel abweichend von der nicht in das Krankheitsgeschehen 

involvierten Hornhaut dar. Die Signalintensität  des  Epithels  reicht  von  0  bis  2,  die  

des  Stromas von  1–2  bis  3,  die  der Descemet-Membran von 0 bis 1  und die des Endothels



-17-

von 1 bis 3. Als Beispiel für Kategorie 1 wird die Signalintensität des Hundes H4 in Abb. 1 

und 2 dargestellt. 

Tab. 2. Kategorie 1: mittel- bis hochgradig entzündliche, ulzerative Hornhautpathologien. 

Nr. Tierart, 
Rasse 

Alter Geschlecht Auge Diagnose Signalintensität gesamt 
      vs. Läsion (falls abweichend) 

Epithel Stroma Descemet-
Membran 

Endothel 

P1 Pferd, 
Warmblut 

3,8 
Jahre 

Stute OD Traumatische 
Hornhautperforation 

2 2–3 0 1 

P2 Pferd, 
Vollblut 

24,3 
Jahre 

Wallach OD Hornhautabszess 1 
vs. 2 

2–3 0 3 

P3 Pferd, 
Vollblut 

24,9 
Jahre 

Wallach OD Perforiertes 
Hornhautulkus 

0 2 
vs. 2–3 

0 3 

H1 Hund, 
Siberian 
Husky 

5,3 
Jahre 

weiblich OD Hornhautperforation 0 
vs. 1 

2 0 2 

H2 Hund, 
Franz. 
Bulldogge 

8,3 
Jahre 

männlich OS Kollagenaseulkus 1 
vs. 2 

2–3 1 (stromal 
zugewandte 
Hälfte) 

2 

H3 Hund, 
Mops 

10,1 
Jahre 

weiblich 
kastriert 

OD Hornhautperforation 1 
vs. 2 

2 
vs. 3 

0 2 
vs. 3 

H4 Hund, 
Tibet 
Spaniel 

15,9 
Jahre 

männlich 
kastriert 

OD Hornhautperforation 1 
vs. 2 

2 
vs. 2–3 

1 3 

H5 Hund, 
Franz. 
Bulldogge 

6,5 
Jahre 

männlich 
kastriert 

OS Hornhautulkus, 
Sekundärglaukom 
mit korneal 
adhärenter PIFM 

1 
vs. 1-2 

1–2 
vs. 3 

1 (endoth. 
zugewandte 
Hälfte) 

2 (teilw. 
von 
PIFM 
bedeckt) 
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Abb. 1. Immunhistochemische Färbung der Hornhautperipherie des Hundes H4. Das Epithel 

befindet sich links oben, das Endothel rechts unten im Bild. Das Epithel weist eine 

Signalintensität von 1 auf; aufgelagert ist ein Randartefakt der Intensität 3 sichtbar. Das Signal 

im Stroma beträgt 2 und zeigt ein paralleles, lineares Muster; subepithelial grenzt die 

Signalintensität im Bereich von kornealen Blutgefäßen an 3. Die Descemet-Membran weist ein 

Signal der Intensität 1 in ihrer gesamten Dicke auf und für das Endothel beträgt die 

Signalintensität 3. 10fache Vergrößerung. 
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Abb. 2. Immunhistochemische Färbung der Hornhaut des Hundes H4 direkt angrenzend an die 

Hornhautperforation. Das Epithel befindet sich links oben, das Endothel rechts unten im Bild. 

Das Epithel weist hier eine Intensität von 2 auf und das Randartefakt ist dünner. Im Stroma 

beträgt die Intensität 2–3 und ist abweichend vom linearen Muster; am stärksten ist die 

Intensität im Bereich von zellulärer Infiltration sowie kollagenolytischen Stromas. Die 

Signalintensität von Descemet-Membran und Endothel beträgt, wie auch in der 

Hornhautperipherie, jeweils 1 und 3. 10fache Vergrößerung. 

In Kategorie 2 wurden zwei Augen mit geringgradig entzündlichen, ulzerativen 

Hornhautpathologien aufgenommen. Sie stammen von zwei Katzen und umfassen ein Auge 

mit Keratokonjunktivitis sicca sowie einem verheilten Kollagaseulkus und ein chronisches 

expositionsbedingtes Hornhautulkus. Wie Tab. 3 zu entnehmen ist, stellt sich die Signal-

intensität im Bereich der Läsion in 1/2 Fällen beim Stroma abweichend von der umgebenden 

Hornhaut dar. Die Signalintensität des Epithels reicht von 1–2 bis 2, die des Stromas von 2 bis 

3, die der Descemet-Membran beträgt in beiden Fällen 0 bis 1 und die des Endothels 1 bis 2. 

Als Beispiel für Kategorie 2 wird die Signalintensität der Katze K1 in Abb. 3 dargestellt. 
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Tab. 3. Kategorie 2: geringgradig entzündliche, ulzerative Hornhautpathologien. 

 

 

Abb. 3. Immunhistochemische Färbung der Hornhaut der Katze K1. Das Epithel befindet sich 

rechts, das prozessierungsbedingt abgelöste Endothel links im Bild. Im Bereich des verheilten 

Kollagenaseulkus (oben im Bild) ist das Epithel dünn und unregelmäßig; im Stroma ist in 

mittlerer Tiefe zelluläres Infiltrat erkennbar. Die Signalintensität für das Epithel beträgt 2 

(Randartefakt 3), die des Stromas 2–3, die der Descemet-Membran 0 und die des Endothels 2 

(nach Subtraktion des vorhandenen Signals der Intensität 1 in der Peptidkontrolle). Im Stroma  

Nr. Tierart, 
Rasse 

Alter Geschlecht Auge Diagnose Signalintensität gesamt 
                     vs. Läsion (falls abweichend) 

      Epithel Stroma Descemet-
Membran 

Endothel 

K1 Katze, 
Europäisch 
Kurzhaar 

18,8 
Jahre 

weiblich 
kastriert 

OS Verheiltes 
Kollagenaseulkus, 
Keratokonjunktivitis 
sicca 

2 2–3 0 2 

K2 Katze, 
Europäisch 
Kurzhaar 

7,7 
Jahre 

männlich 
kastriert 

OD Chronisches 
Hornhautulkus, 
expositionsbedingt 

1–2 2 
vs. 3 

0 1 
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ist das lineare Muster im Bereich des verheilten Kollagenaseulkus sowie peripher im 

subepithelial gequollenen Stroma aufgehoben; am stärksten ist die Intensität im Bereich des 

zellulären Infiltrats. 10fache Vergrößerung.  

In Kategorie 3 wurden sieben Augen mit geringgradigen, nicht-ulzerativen kornealen 

Veränderungen begleitend zu anderen okulären Pathologien aufgenommen. Sie stammen von 

einem Pferd, zwei Hunden und vier Katzen. Sie umfassen zwei Prolapsus bulbi, zwei 

Skleralrupturen, eine Keratitis pigmentosa nach alter Hornhautperforation mit anteriorer 

Synechie und maturer Katarakt sowie zwei Sekundärglaukome. Wie Tab. 4 zu entnehmen ist, 

stellt sich die Signalintensität im Bereich der Läsion (sofern vorhanden) nur in 1/7 Fällen beim 

Endothel abweichend von der umgebenden Hornhaut dar. Die Signalintensität des Epithels 

beträgt 0 (bei 1/7 Proben kam die Epithelschicht im Zuge der Prozessierung abhanden), die des 

Stromas von 2 bis 2–3, die der Descemet-Membran von 0 bis 1 und die des Endothels von 0 

bis 2. Als Beispiel für Kategorie 3 wird die Signalintensität des Hundes H7 in Abb. 4 

dargestellt. 

Tabelle 4. Kategorie 3: geringgradige, nicht-ulzerative korneale Veränderungen begleitend zu 

anderen okulären Pathologien. 

Nr. Tierart, 
Rasse 

Alter Geschlecht Auge Diagnose Signalintensität gesamt 
   vs. Läsion (falls abweichend) 

Epithel Stroma Descemet-
Membran 

Endothel 

P4 Pferd, 
Appaloosa 

23,9 
Jahre 

Stute OS Sekundärglaukom, 
entzündl. stromale 
Infiltration 

0 2 0 1 
vs. 0 

H6 Hund, 
Pekingese 

6,0 
Jahre 

männlich OS K. pigmentosa, alte
Perforation,
anteriore Synechie,
mature Katarakt

0 2–3 0 2 

H7 Hund, 
Shiba 

10,8 
Jahre 

männlich 
kastriert 

OS K. pigmentosa,
Sekundärglaukom,
Lux. lentis ant.

0 2 1 (stromal 
zugewandte 
Hälfte) 

1 

K3 Katze, 
Europäisch 
Kurzhaar 

9,0 
Jahre 

weiblich OS Skleralruptur 0 2 0 1 

K4 Katze, 
Britisch 
Kurzhaar 

4,5 
Jahre 

männlich 
kastriert 

OD Bulbusprolaps 0 2 0 0 

K5 Katze, 
Europäisch 
Kurzhaar 

1,8 
Jahre 

weiblich 
kastriert 

OD Bulbusprolaps nicht 
beur-
teilbar 

2 0 1 

K6 Katze, 
Europäisch 
Kurzhaar 

11,8 
Jahre 

männlich 
kastriert 

OD Skleralruptur 0 2 0 2 
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Abb. 4. Immunhistochemische Färbung des Hundes H7. Das Epithel befindet sich oben, das 

prozessierungsbedingt abgelöste Endothel unten im Bild. Die Signalintensität des Epithels 

beträgt 0 (Randartefakt 3), die des Stromas 2, die der Descemet-Membran 1 (in der dem Stroma 

zugewandten Hälfte der Dicke) und die des Epithels 1 (nach Subtraktion der Signalintensität 

von 2 in der Peptidkontrolle). Im Epithel ist sind dunkelbraune Melaningranula enthalten und 

im oberflächlichen Stroma Blutgefäße vorhanden (Signalintensität 3 in den Lumina), vereinbar 

mit einer Keratitis pigmentosa. 10fache Vergrößerung. 
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In Kategorie 4 wurden sechs lamelläre Keratektomieproben von Augen mit oberflächlich-

stromalen  Hornhautpathologien  aufgenommen,  bei  denen  eine  Operation  klinisch  indiziert 

war. Sie stammen von einem Pferd, einem Hund und vier Katzen. Sie umfassen eine 

traumatische Hornhautlazeration, eine kristalline Keratopathie sowie vier Schwarze 

Hornhautnekrosen. Die pathologisch veränderten Keratektomieproben umfassten in 6/7 Fällen 

Epithel und Stroma (bei 1/7 Fällen war das Stroma jedoch nicht beurteilbar) und in 1/7 Fällen 

nur Stroma. Wie Tabelle 5 zu entnehmen ist, reicht die Signalintensität des Epithels von 0 bis 

2 und die des Stromas von 1–2 bis 2–3. Als Beispiel für Kategorie 4 wird die Signalintensität 

der Katze K9 in Abb. 5 dargestellt. 

Tab. 5. Kategorie 4: lamelläre Keratektomieproben. 

Nr. Tierart, 
Rasse 

Alter Geschlecht Auge Diagnose Signalintensität Läsion 

      Epithel Stroma Descemet-
Membran 

Endothel 

P5 Pferd, 
Quarter 
Horse 

0,6 
Jahre 

Hengst OD Traumatische 
Hornhautlazeration 

1 nicht 
berur-
teilbar 

/ / 

H8 Hund, 
Mischling 

15,3 
Jahre 

männlich 
kastriert 

OD Kristalline 
Keratopathie 

1 2–3 / / 

K7 Katze, 
Britisch 
Kurzhaar 

5,0 
Jahre 

weiblich 
kastriert 

OD Schwarze 
Hornhautnekrose 

/ 1–2 / / 

K8 Katze, 
Perser 

7,8 
Jahre 

männlich 
kastriert 

OS Schwarze 
Hornhautnekrose 

0 2–3 / / 

K9 Katze, 
Perser 

3,8 
Jahre 

weiblich 
kastriert 

OS Rezidiv Schwarze 
Hornhautnekrose 

2 2–3 / / 

K10 Katze, 
Sphynx 

0,5 
Jahre 

männlich OS Schwarze 
Hornhautnekrose 

0 1–2 / / 
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Abb. 5 A und B. Lamelläre Keratektomieprobe der rezidivierten Schwarzen Hornhautnekrose 

von Katze K9 in der Peptidkontrolle (A) und immunhistochemischen Färbung (B). In der 

partiell zerfallenen Probe ist links das Epithel, mittig die Nekrose und rechts das fibrotische, 

desorganisierte Stroma sichtbar. Die Signalintensität des Epithels beträgt 2 und die des Stromas 

2–3 ohne lineares Muster. Im Bereich der Nekrose kommt es vor allem entlang der 

Geweberänder, die artifiziell durch den Zerfall der Probe entstanden sind, zu einer 

Signalanreicherung, vereinbar mit einem Randartefakt der Signalintensität 3. 10fache 

Vergrößerung.

A 

B 
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4 Erweiterte Diskussion 

4. 1. Gesunde Hornhäute

Die vorliegende Dissertationsstudie konnte mittels chromogener Immunhistochemie nachweisen,

dass IgG konstitutiv im Hornhautstroma von Hund, Katze und Pferd präsent ist. Dies deckt sich

mit den Ergebnissen von Untersuchungen des Immunglobulingehaltes der Hornhaut beim Rind

(Krause 1932, Kawerau und Ott 1961, Holt und Kinoshita 1973), Schwein (Kawerau und Ott

1961), Kaninchen (Allansmith et al. 1969, Verhagen 1990) und Menschen (Stock und Aronson

1970, Allansmith und McClellan 1975, Allansmith et al. 1978, Allansmith et al. 1979, Waldrep et

al. 1988). Das in dieser Studie bei den gesunden Hornhäuten von Hund, Katze sowie Pferd

beobachtete gleichmäßige Verteilungsmuster im Stroma, von Limbus zu Limbus und von Epithel

zu Descemet-Membran, ist aus Studien zur IgG-Verteilung bekannt (Allansmith et al. 1969, Stock

und Aronson 1970, Allansmith und McClellan 1975, Allansmith et al. 1978, Allansmith et al.

1979) und scheint bei allen diesbezüglich untersuchten Spezies identisch zu sein. Dies entspricht

der durch Diffusionsstudien bewiesenen Hypothese, dass IgG, wie andere Serumproteine

(Maurice 1957, Maurice und Watson 1965), aus den Blutgefäßen am Limbus entlang eines

Konzentrationsgradienten in die Hornhaut diffundiert (Stock und Aronson 1970, Allansmith et al.

1978, Verhagen 1990, Osusky et al. 1993). Sein Molekulargewicht von 150 kDa (Edelman et al.

1969, Berg et al. 2007) bedingt, dass es während der Diffusion nur zu geringen Verlusten über

Epithel oder Descemet-Membran und Endothel kommt (Maurice und Riley 1970), weshalb sich

IgG bis ins Hornhautzentrum und somit im gesamten Stroma anreichern kann (Allansmith und

McClellan 1975, Allansmith et al. 1979). Das Signalmuster, welches in der vorliegenden Studie

als linear und parallel zum Verlauf der stromalen Kollagenfasern beobachtet wurde, deckt sich

ebenfalls mit den Literaturbeschreibungen (Allansmith et al. 1969, Yoshida et al. 1978, Allansmith

et al. 1979, Pate et al 2012) und könnte mit einer Adhärenz von IgG an die Kollagenfasern erklärt

werden (Eichenbaum et al. 1986).

Die Resultate zum gesunden Epithel und Endothel in dieser Studie gestalteten sich sowohl

innerhalb als auch zwischen den einzelnen Tierarten variabel, wobei keine Korrelation mit Alter

oder Geschlecht festgestellt werden konnte. Im Gegensatz zum Stroma wiesen Epithel und

Endothel teilweise in den Negativkontrollen ein Signal auf, dessen Intensität von der des Signals

in der immunhistochemisch gefärbten Probe subtrahiert wurde, um den Endwert für die

deskriptive Statistik zu erhalten. Das Signal in der Negativkontrolle ist als unspezifisch für IgG zu



 
 

 
 

-26- 

 

bewerten. In der Literatur sind ebenfalls sehr variable Resultate zum physiologischen IgG-Gehalt 

dieser Hornhautschichten zu finden (Kawerau und Ott 1961, Allansmith et al. 1969, Allansmith et 

al. 1978, Allansmith et al. 1979). Die Arbeit von Allansmith und Kollegen (1979) zur 

menschlichen Hornhaut verwendete direkte Immunfluoreszenz und beschrieb das Vorhandensein 

vereinzelter signaltragender Epithel- und Endothelzellen (Allansmith et al. 1979). In der 

vorliegenden Studie hingegen stellte sich das Signal im Epithel diffus dar, und es war jeweils das 

Endothel als Ganzes bzw. alle Endothelzellen signaltragend. Eine Studie zu Kaninchenhornhäuten 

konnte mittels direkter Immunfluoreszenz jedoch kein Signal im Endothel feststellen (Allansmith 

et al. 1969). Es wäre möglich, dass diese Unterschiede tatsächlich aus bisher unbekannten Gründen 

eine physiologische Varianz des IgG-Gehaltes dieser Hornhautschichten innerhalb und zwischen 

den Tierarten darstellen. Andererseits könnten technische Faktoren, wie beispielsweise die 

Sensitivität des jeweiligen Protokolles (Allansmith et al. 1979) oder Details in der technischen 

Ausführung (Bogen et al. 2009), dafür verantwortlich sein.  

Das in dieser Studie teilweise beobachtete Signal in einer dünnen Schicht entlang der 

Epitheloberfläche deckt sich mit der Beschreibung von Allansmith und Kollegen (1978), welche 

zudem von einer Signalschicht entlang der Endothelinnenfläche berichteten. Es könnte sich dabei 

theoretisch um Auflagerungen von IgG aus Tränenfilm oder Kammerwasser handeln (Allansmith 

et al. 1978), was angesichts der viel geringeren Konzentration des Globulins in diesen 

Flüssigkeiten als im Serum (Allansmith et al. 1973, McClellan et al. 1973, Allansmith und 

McClellan 1975) jedoch unwahrscheinlich erscheint. Vereinbar wäre diese Signalanreicherung 

vielmehr mit dem beschriebenen Phänomen eines Randartefaktes (True 2008). Dieses entsteht 

durch Abheben der Gewebeschnittränder vom Objektträger, wodurch diese gegenüber der 

Immunperoxidasereaktion überexponiert werden (True 2008). Es wäre denkbar, dass es sich bei 

dem Signal, das auch in den Peptidkontrollen teilweise als dünne Schicht das Epithel bedeckt, 

ebenfalls um ein Randartefakt handeln könnte.  

Eine separate Diskussion erfordern die Ergebnisse der Descemet-Membran. Beim Pferd konnte in 

dieser Hornhautschicht kein Signal festgestellt werden, was sich mit den Ergebnissen aus der 

Literatur deckt (Allansmith et al. 1969, Allansmith et al. 1979). Dieses Resultat entspricht der 

Annahme, dass es sich bei der Schicht um eine Basalmembran handelt, in der aufgrund des dichten 

Kollagengeflechtes (Jakus 1956) kein Extrazellulärraum mit Platz für Immunglobuline zu 

erwarten wäre. In zwei Studien wurde beschrieben, dass eine dünne Signalschicht an die Membran 

angelagert war, und als Antikörperadsorption an  den  Rand  der  Membran  interpretiert  (Witmer  
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1955, Allansmith et al. 1969). Nichtsdestotrotz weisen in der vorliegenden Studie ein Großteil der 

Katzen- und ein Drittel der Hundehornhäute ein Signal innerhalb der Descemet-Membran auf, das 

nicht mit dem Alter oder Geschlecht der Tiere korreliert. Die Dicke der Descemet-Membran 

scheint als Erklärungsansatz ungeeignet, da diese bei Katze und Hund zwischen der dünneren von 

Mensch sowie Kaninchen und der dickeren vom Pferd liegt (Tab. 6). 

 

Tab. 6. Vergleich der speziesspezifisch unterschiedlichen Dicke der Descemet-Membran von 

Mensch, Kaninchen, Hund, Katze und Pferd. 

Mensch Kaninchen Katze Hund Pferd 

5–7 μm 

(Duke-Elder und 

Wybar 1961) 

7–10 μm 

(Prince 1964) 

9.43 μm 

(Bourne et al. 

1994) 

10–15 μm 

(Murphy und 

Pollock 1993) 

30 μm 

(Murphy und 

Pollock 1993) 

 

Bemerkenswert ist, dass das Signal nur in der Hälfte der Dicke der Schicht auftritt, welche an das 

Stroma angrenzt. Beim Menschen werden histologisch zwei Schichten unterschieden, welche eine 

unterschiedliche Kollagenzusammensetzung aufweisen (Murphy et al. 1984, Smolek und Klyce 

1993). Die anteriore gestreifte Schicht wird während der Embryogenese angelegt, während die 

posteriore nicht-gestreifte Schicht postnatal durch die endotheliale Produktion von 

Basalmembranbestandteilen lebenslang an Dicke zunimmt (Murphy et al. 1984). Ein weiterer 

anatomischer Erklärungsansatz für die Signalverteilung in dieser Studie wäre demnach, dass die 

unterschiedliche Kollagenzusammensetzung der Schichten (Murphy et al. 1984) für die nur 

einseitige Signalanreicherung durch aus dem Stroma in die Descemet-Membran diffundiertes IgG 

verantwortlich ist. Ob eine Zweischichtung der Descemet-Membran bei Hund, Katze oder Pferd 

vorliegt, ist jedoch bis dato nicht bewiesen; tatsächlich konnte in einer zielgerichteten 

lichtmikroskopischen Studie bei Katzenhornhäuten lediglich eine uniforme Erscheinung der 

Descemet-Membran festgestellt werden (Bourne et al. 1994). 

 

4. 2. Pathologisch veränderte Hornhäute 

Für die Studie stand eine zufällige Auswahl verschiedener Hornhautpathologien zur Verfügung, 

die aufgrund der geringen Anzahl keine statistische Auswertung der Ergebnisse erlaubte. Die 

Abweichung des IgG-Gehaltes in pathologisch veränderten Hornhäuten konnte bestätigt werden. 

Da  die  Hornhautschichten  Epithel,  Descemet-Membran   und   Endothel   auch   bei   gesunden  
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Hornhäuten einen variablen IgG-Gehalt aufwiesen, beschränkt sich die Vergleichbarkeit auf das 

Stroma, welches bei allen gesunden Hornhäuten aller drei Tierarten physiologischerweise die 

Signalintensität 2 aufwies. 

Die Unterteilung der Hornhautpathologien in vier Kategorien erlaubt eine differenziertere 

Betrachtung. In Kategorien 1 (mittel- bis hochgradig entzündliche, ulzerative 

Hornhautpathologien, Tab. 2) und 2 (geringgradig entzündliche, ulzerative Hornhautpathologien, 

Tab. 3) lag eine Abweichung der stromalen Signalintensität nach oben (2–3 oder 3) vor; bei 

einigen Tieren nur im Bereich der Läsion. Eine Ausnahme bildet der Hund H1 aus Kategorie 1 

(Hornhautperforation; Signalintensität im Stroma 2), bei diesem Auge befand sich die 

Hornhautperforation jedoch außerhalb der Schnittebene. Auch bei manchen anderen Tieren stellte 

sich die Signalintensität des Stromas peripher der Läsion normal dar. Wie anhand der Beispiele in 

Abb. 1–3 ersichtlich ist, ging diese Abweichung der Signalintensität teilweise mit einem Verlust 

des linearen Färbemusters der physiologischen Kollagenfasern einher, war mit zellulärem Infiltrat, 

Kollagenolyse und/oder entzündlichem Exsudat bzw. je nach Chronizität kornealer 

Neovaskularisation vergesellschaftet. In Kategorie 3 (geringgradige, nicht-ulzerative korneale 

Veränderungen begleitend zu anderen okulären Pathologien, Tab. 4) wies das Stroma bis auf eine 

Ausnahme (Hund H6) eine physiologische Signalintensität auf. Beim Hund H6 (Keratitis 

pigmentosa, alte Hornhautperforation und anteriore Synechie, mature Katarakt) betrug, 

einhergehend mit kornealer Neovaskularisation, die Intensität 2–3. Kategorie 4 beinhaltete 

ausschließlich lamelläre Keratektomieproben. Bei einem Fall (Pferd P5, traumatische 

Hornhautlazeration) war das Stroma nicht beurteilbar. Bei den anderen Fällen (Hund H5 kristalline 

Keratopathie, Katzen K7–10 Schwarze Hornhautnekrosen) wies das Stroma entweder eine 

geringere (1–2) oder höhere Signalintensität (2–3) als physiologisch auf. Kategorie 4 unterscheidet 

von den anderen Kategorien, dass bei den lamellären Keratektomieproben stromale Schnittkanten 

vorhanden sind; dadurch könnte es einerseits bereits vor Fixation in Formaldehyd zu einem 

Verlust an IgG gekommen sein, andererseits sind Randartefakte an diesen stromalen Schnittkanten 

möglich (True 2008), die das Ergebnis der ohnehin kleinen Hornhautproben verfälschen könnten. 

Die erhöhte Signalintensität in Kategorie 1 und 2 könnte damit erklärt werden, dass in Fällen mit 

kornealer Neovaskularisation und/oder freien Entzündungsprodukten (Blut, Fibrin) die IgG-

Menge im Stroma erhöht ist. Diese wäre auch eine mögliche Erklärung für die Fälle mit erhöhter 

Signalintensität in Kategorie 4, da kristalline Keratopathien und Schwarze Hornhautnekrosen mit 

kornealer Neovaskularisation einhergehen können (Glaze et al. 2021, Whitley und Hamor 2021).  
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Ein erhöhter IgG-Gehalt ist bei entzündlichen Hornhautveränderungen auch ohne bereits 

bestehende korneale Gefäßeinsprossung denkbar, da im Rahmen der Entzündung die erhöhte 

Permeabilität der limbalen Blutgefäße die zentripetale Diffusion von IgG in der Hornhaut 

verstärken kann (Ormerod 1986, Van der Veen et al. 1997). Entzündliches zelluläres Infiltrat im 

Stroma kann ebenfalls zu einer erhöhten Signalintensität führen, einerseits in Form von IgG-

enthaltenden B-Lymphozyten, andererseits durch Freisetzung dieser Antikörper ins umgebende 

Stroma. Schwab (1959) konnte nachweisen, dass die Kaninchenhornhaut zwei Wochen nach einer 

intrakornealen Immunisierung lokal einen vierfach höheren IgG-Titer gegen das Antigen aufweist 

als nach intravenöser Immunisierung, was für eine lokale Antikörperproduktion und -freisetzung 

spricht (Schwab 1959). 

Sowohl in der human- als auch veterinärophthalmologischen Literatur wurde der IgG-Gehalt bei 

diversen Hornhauterkrankungen untersucht. Da es sich dabei um andere Hornhautpathologien als 

in dieser Studie handelt, ist ein direkter Vergleich nicht möglich. Waldrep und Kollegen (1988) 

untersuchten den IgG-Gehalt bei einer Reihe von menschlichen Hornhauterkrankungen anhand 

isoelektrischer Fokussierung. Bei an Fuchs-Endotheldystrophie oder Keratokonus erkrankten 

Hornhäuten wich der IgG-Gehalt des Hornhautstromas nicht signifikant von dem gesunder 

Vergleichshornhäute ab. In Hornhautproben von Patienten mit Hornhautödem oder einer 

Abstoßungsreaktion nach erfolgter Hornhauttransplantation war hingegen deutlich weniger IgG 

nachweisbar (Waldrep et al. 1988). Letztere Ergebnisse erklären die Autoren mit einem 

potenziellen Ausschwemmen von IgG durch eine veränderte stromale Flüssigkeitsdynamik im 

Rahmen eines Hornhautödems, wie es auch bei den abgestoßenen Hornhäuten vorhanden war 

(Waldrep et al. 1988). Weiters führen sie eine unterschiedliche Proteoglykan- und 

Glukosaminoglykanzusammensetzung des Stromas bei manchen Erkrankungen als möglichen 

Einflussfaktor auf (Waldrep et al.1988). 

Eichenbaum und Kollegen (1986) untersuchten 14 Hornhäute von an chronischer superfizieller 

Keratitis erkrankten sowie vier Hornhäute von augengesunden Hunden mittels chromogener 

Immunhistochemie. Ein IgG-Signal konnten sie lediglich in einen Drittel der erkrankten 

Hornhäute im oberflächlichen Stroma nachweisen, während die gesunden Hornhäute kein Signal 

aufwiesen (Eichenbaum et al. 1986). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zur vorliegenden 

Studie und zu der in Abschnitt 3. 1. aufgeführten Literatur über andere Spezies. Es ist möglich, 

dass die Fixation der Hornhäute in 4% Formaldehyd + 1% Glutaraldehyd zu einer Überfixation 

und  dadurch  geringeren  Immunogenität  des  sowie  schlechteren  Antikörperpenetration  in  das 
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Hornhautgewebe führten (Hopwood 1969, Pow et al. 1995, Stradleigh und Ishida 2015). Weitere 

Unterschiede zu der vorliegenden Studie, wie die größere Schichtdicke von 5 Mikrometern als 

auch höhere Antikörperkonzentration von 1:1000 (Eichenbaum et al. 1988), sind ebenfalls 

denkbare Ursachen für die abweichenden Ergebnisse.  

Pate und Kollegen (2012) verwendeten direkte Immunfluoreszenz zur Untersuchung lamellärer 

Keratektomieproben von einem gesunden als auch von zehn an oberflächlich-stromaler immun-

mediierter Keratitis erkrankten Pferden. Die gesunde Pferdehornhaut wies kein Signal für IgG auf 

(Pate et al. 2012), was unter anderem der größeren Schichtdicke von 6 Mikrometern bzw. einer 

unzureichenden Sensitivität der Methode geschuldet sein könnte (True 2008). Alle erkrankten 

Hornhäute wiesen sowohl im Epithel als auch im Stroma ein IgG-Signal auf. Es wurden zwei 

verschiedene Signalmuster im Stroma der erkrankten Hornhäute beschrieben: ein starkes 

extrazelluläres Signal in Bereichen mit entzündlicher Infiltration und ein fibrilläres extrazelluläres 

Signal in Bereichen ohne Infiltration (Pate et al. 2012). Ersteres liegt in der vorliegenden Studie 

bei erkrankten Hornhäuten aus Kategorie 1 und 2 vor, während letzteres dem physiologischen 

IgG-Signalmuster gesunder Hornhäute entspricht (Allansmith et al. 1969, Yoshida et al. 1978, 

Allansmith et al. 1979). Beiden Studien (Eichenbaum et al. 1986, Pate et al. 2012) ist gemein, dass 

keine starke Korrelation zwischen dem IgG-Signal und der klinischen bzw. lichtmikroskopisch 

beurteilten Schwere der kornealen Erkrankung festgestellt werden konnte. Ebenso wurden die 

beiden Studien mit der Hypothese durchgeführt, dass der korneale IgG-Gehalt erkrankter 

Hornhäute einen Rückschluss auf die immun-mediierte Pathogenese der chronischen 

superfiziellen Keratitis beim Hund und der immun-mediierten Keratitis beim Pferd liefern könnte 

(Eichenbaum et al. 1986, Pate et al. 2012). Da in den gesunden Kontrollhornhäuten mit der 

jeweiligen Methode jedoch kein IgG nachweisbar war, obwohl gemäß der Literatur zu anderen 

Spezies und der vorliegenden Studie IgG ein konstitutiver Bestandteil der Hornhaut von Hund und 

Pferd ist, sind die Ergebnisse von Eichenbaum und Kollegen (1986) als auch von Pate und 

Kollegen (2012) nur unter Vorbehalt aussagekräftig. 

 

4. 3. Methodik 

Abgesehen von der untersuchten Spezies, bedarf die Vergleichbarkeit verschiedener Studien zum 

kornealen Antikörpergehalt untereinander als auch mit der vorliegenden Dissertationsstudie der 

Berücksichtigung diverser Faktoren. Einerseits unterscheiden sich die Fragestellungen. In einigen 

Studien  lag  der  Fokus  auf  der  Quantifizierung  von  Antikörpern  in  ganzen  Hornhäuten  oder  
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Teilbereichen (Krause 1932, Kawerau und Ott 1961, Stock und Aronson 1970, Allansmith und 

McClellan 1975), während andere differenziert die Verteilung von Immunglobulinen in den 

Hornhautschichten untersuchten (Allansmith et al. 1969, Allansmith et al. 1979, Eichenbaum et 

al. 1986, Waldrep et al. 1988, Pate et al. 2012). Andererseits bestimmt die Fragestellung die 

Methodik. Für eine objektive Quantifizierung der wasserlöslichen Globuline ist die Analyse eines 

Flüssigkeitsextraktes der Hornhaut notwendig. Anschließend können sie mittels Elektrophorese in 

verschiedene Klassen und Subtypen unterschieden werden (Kawerau und Ott 1961). Die 

Verteilung kann im Groben ebenfalls durch Flüssigkeitsextrakte unterschiedlicher 

Hornhautabschnitte untersucht werden (Stock und Aronson 1970, Allansmith und McClellan 

1975), dafür eignet sich jedoch die Darstellung in situ mittels Immunhistochemie besser. Der 

Großteil der Studien verwendete dazu direkte (Allansmith et al. 1969, Pate et al. 2012) oder 

indirekte Immunfluoreszenz (Allansmith et al. 1979), die eine Lyophilisierung des zu 

untersuchenden Hornhautmaterials erfordert. Die Immunfluoreszenz erlaubt eine Quantifizierung 

des Signals; dies kann einerseits durch Messung der Fluoreszenz eines Mikroskopierfensters oder 

durch manuelle bzw. automatisierte Zählung fluoreszierender Zellen erfolgen (Tenbaum et al. 

2012). Dadurch ist eine gewisse objektive Vergleichbarkeit möglich.  

Wie in der Einleitung erwähnt, wurde für diese Studie die Methodik der chromogenen 

Immunhistochemie unter anderem aus Praktikabilitätsgründen gewählt, da sie auch die 

Untersuchung von unter klinischen Bedingungen gewonnenen Hornhautproben ermöglicht. Diese 

werden für eine histopathologische Beurteilung in der Regel dem Standardverfahren der Fixierung 

in Formalin mit anschließender Paraffineinbettung unterzogen, wodurch sie für eine chromogene 

Immunhistochemie geeignet sind (Stradleigh und Ishida 2015). Weil eine Überfixation 

Auswirkungen auf das immunhistochemische Signal hätte, da es durch übermäßige 

Quervernetzung von Proteinen zu einer veränderten Antigen-Antikörper-Bindung kommen kann 

(Hopwood 1969, True 2008), wurde für diese Studie der Fixationszeitraum auf ein Minimum von 

12 und Maximum von 24 Stunden standardisiert. 

Die semiquantitative Auswertung des Signals der chromogenen Immunhistochemie erfüllt den 

Anspruch eines Nachweises des Vorhandenseins und Verteilungsmusters von IgG (Walker 2006). 

Das Signal von IgG als wasserlösliches Molekül ist erwartungsgemäß diffus im Extrazellulärraum 

verteilt, weshalb eine Quantifizierung in Form von Zellzählung der Fragestellung nicht dienlich 

gewesen wäre. Aufgrund der multiplen probenassoziierten und technischen Einflussfaktoren auf 

die  Signalausprägung  (True 2008), ist die Auswertung einer jeden Probe auf  den  unmittelbaren 
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Vergleich mit den Positiv- und Negativkontrollen des jeweiligen Laufes angewiesen (Bogen et al. 

2009). Dementsprechend ist dieser Methode eine gewisse Subjektivität bei der Interpretation 

inhärent (Walker 2006). Um eine einheitliche Beurteilung sämtlicher Proben zu gewährleisten, 

erfolgte diese durch eine einzelne Person, die Autorin, nach einer entsprechenden Einschulung. 

Eine Evaluierung von Intra- oder Interobserver-Variabilität der Methode war nicht Ziel dieser 

Dissertation. 

 

4. 4. Einschränkungen und Ausblick 

Als Einschränkungen der Dissertationsstudie sind die geringe Anzahl untersuchter Proben und die 

dadurch limitierte statistische Aussagekraft anzuführen. Für die Fragestellung des Nachweises von 

IgG bei gesunden Hornhäuten wurden 10 Augenpaare pro Tierart angestrebt. Die erzielte Anzahl 

ergab sich aus der Verfügbarkeit von frisch euthanasierten Tieren im Zeitraum der 

Probensammlung. An der Pferdeklinik der Veterinärmedizinischen Universität Wien sind vor 

allem fatale Koliken ein häufiger Euthanasiegrund augengesunder Pferde jeden Alters, wobei die 

Tierkörper aus rechtlichen und Praktikabilitätsgründen entweder dem Institut für Anatomie, dem 

Institut für Pathologie oder der Tierkörperverwertung zugeführt werden. An der Kleintierklinik 

können Hunde- und Katzentierkörper hingegen von den Tierbesitzern abgeholt und beispielweise 

einer Kremierung unterzogen werden, weshalb die Verfügbarkeit frisch euthanasierter Tierkörper 

bei diesen Tierarten geringer ist. Zusätzlich zeigen vor allem ältere Kleintiere teilweise uni- oder 

bilaterale korneale Veränderungen, weshalb für Hund und Katze eine ungerade Anzahl an Augen 

für die Studie zur Verfügung standen. 

Es kann als Limitierung betrachtet werden, dass keine Augenuntersuchung am lebenden oder 

euthanasierten Tier vor Gewinnung der Augäpfel durchgeführt wurde. Die Gesundheit der 

Hornhäute wurde jedoch mittels lichtmikroskopischer Beurteilung auf histopathologischer Ebene 

festgelegt. 

Nachdem die Präsenz von IgG im Hornhautstroma von Hund, Katze und Pferd belegt ist, wäre als 

möglicher Gegenstand zukünftiger Studien die Charakterisierung hinsichtlich der vorhandenen 

IgG-Subtypen zu nennen. Ebenso stellt die absolute und im Vergleich zum Blutserum relative 

Quantifizierung der Antikörper einen Forschungsansatz dar, um die Informationslücken 

respektive der zu Menschen- und Kaninchenhornhäuten existierenden Literatur zu schließen 

(Stock und Aronson 1970, Allansmith und McClellan 1975, Allansmith et al. 1979, Verhagen 

1990).   Dies  gilt  auch   für   die   weiteren   Immunglobulinklassen.   Betreffend   der   anderen  
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Hornhautschichten könnte ein Vergleich verschiedener Nachweismethoden Aufschluss darüber 

geben, ob und in welchem Maß IgG darin enthalten sind (Walker 2006). 

Ein weitläufiges Forschungsfeld stellen Hornhautpathologien dar und die Frage, welchen Einfluss 

Faktoren wie ein stromales Hornhautödem oder korneale Gefäßeinsprossung auf den IgG-Gehalt 

haben. 
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5 Zusammenfassung 

Zielsetzung. Ziel der Studie war es, das Vorkommen und Verteilungsmuster von IgG-

Antikörpern in der equinen, kaninen und felinen Hornhaut mittels Immunhistochemie zu 

untersuchen.  

Material und Methode. Gesunde Hornhäute von Pferden, Hunden und Katzen, welche 

aufgrund einer schwerwiegenden Erkrankung oder eines unbehandelbaren Traumas ohne 

okuläre Beteilung oder bekannte okuläre Vorerkrankungen euthanasiert worden waren, 

wurden nach Formalin-Fixierung und Paraffin-Einbettung lichtmikroskopisch als 

pathomorphologisch gesund bestätigt. Kranke Hornhäute derselben Tierarten wurden nach 

dem gleichen Protokoll untersucht. Die immunhistochemische Färbemethode wurde 

automatisiert durchgeführt und bediente sich Primärantikörper gegen das tierartspezifische 

IgG, Biotin-konjugierter Sekundärantikörper, Streptavidin-Peroxidase und Diaminobenzidin 

zur Sichtbarmachung der gesuchten Antikörper. Nach Gegenfärbung mit Hämatoxylin-Eosin 

wurde die Signalintensität von Epithel, Stroma, Descemet-Membran und Endothel 

lichtmikroskopisch nach einer semiquantitativen 4-Punkte-Skala (0 = keine, 1 = 

geringgradige, 2 = mittelgradige, 3 = hochgradige Signalausprägung) bewertet. 

Ergebnisse. Eingeschlossen wurden gesunde Hornhäute von 20 Pferden (40 Augen) mit 

einem medianen Alter von 15,5 Jahren, 12 Hunden (21 Augen) mit einem medianen Alter von 

10,0 Jahren und 13 Katzen (24 Augen) mit einem medianen Alter von 10,0 Jahren. Von jeder 

Tierart waren diverse Geschlechter, Kastrationsstatus und Rassen vertreten. Sämtliche 

gesunden Hornhäute aller Tierarten wiesen durchgehend eine mittelgradige Signalausprägung 

für IgG-Antikörper im Stroma auf. Die Signalausprägung in Epithel, Descemet-Membran und 

Endothel erwies sich als variabel. Es wurden pathologisch veränderte Hornhautproben von 

allen drei Tierarten untersucht und bei den meisten im Stroma eine abweichende 

Signalausprägung für IgG festgestellt. 

Fazit. Die verwendete immunhistochemische Methodik eignet sich zur reproduzierbaren 

Visualisierung von IgG-Antikörpern in der Hornhaut von Pferden, Hunden und Katzen. Die 

semiquantitativen Ergebnisse lassen auf die konstitutive Präsenz von IgG-Antikörpern im 

Hornhautstroma der untersuchten Tierarten schließen. Der Antikörpergehalt von erkrankten 

Hornhäuten scheint von dem gesunder Hornhäute abzuweichen und sollte Gegenstand 

weiterführender Studien sein.
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6 Summary 

Objective. Establishing an immunohistochemical approach for semiquantitative assessment of the 

presence of IgG in equine, canine and feline corneas.  

Procedures. Healthy corneas of horses, dogs and cats, euthanized because of a fatal disease or an 

unrecoverable trauma unrelated to and without a history of ophthalmic disease, were formalin-

fixed, paraffin-embedded and determined to be pathomorphologically healthy by light 

microscopy. Diseased corneas of the same species were subjected to the same protocol. Automated 

immunohistochemistry was performed using primary antibodies against IgG, biotin-conjugated 

secondary antibodies, and streptavidin- peroxidase, as well as diaminobenzidine for visualization. 

After counterstaining with hematoxylin, epithelium, stroma, Descemet´s membrane (DM), and 

endothelium were semi-quantitatively scored on a 4-grade scale (0 = no, 1 = faint, 2 = medium, 3 

= strong signal intensity) by light microscopy. 

Results. Corneal specimen of 20 horses (40 eyes) with a median age of 15.5 years, 12 dogs (21 

eyes) with a median age of 10.0 years and 13 cats (24 eyes) with a median age of 10.0 years were 

included in the study. Different sexes and breeds were represented. In all corneas, significant 

medium signal intensity in the stroma was observed. Variable immunosignal was observed in 

epithelium, DM and endothelium. Most diseased corneas of all three species showed a differing 

signal expression within the stroma. 

Conclusion. This method reproducibly allows for detection of IgG in healthy equine, canine and 

feline corneas. Semiquantitative results evidence constitutive presence of IgG in the corneal 

stroma. The stromal IgG content of diseased corneas seems to differ from that of healthy corneas 

and should be the subject of further research. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

CSK 

IgA 

IgD 

IgE 

IgG 

IgM 

IMMK 

PIFM 

Chronische Superfizielle Keratitis 

Immunglobulin A 

Immunglobulin D 

Immunglobulin E 

Immunglobulin G 

Immunglobulin M 

Immun-mediierte Keratitis 

Prä-iridale fibrovaskuläre Membran
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