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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der Hornhaut

Die Hornhaut (Cornea) bildet die vordere Begrenzung und Barriere des
Bulbus oculi und tragt durch ihre Transparenz, Avaskularitdt und Wélbung
maBgeblich zur scharfen Abbildung von Objekten auf der Netzhaut bei. Sie ist
in leicht ellipsoider Form zentral in die Sklera eingelassen, der mittlere
Durchmesser betragt horizontal 11,7 mm und vertikal 10,6 mm." 2 Wahrend
die Pupille einen mittleren Durchmesser von 3 bis 5 mm annimmt,® betragt der
Durchmesser der optischen Zone etwa 3 bis 4 mm.* Von der Gesamtbrech-
kraft des menschlichen Auges, mit etwa 60 Dioptrien, entfallen circa 43
Dioptrien auf die Brechkraft der Hornhaut.> Zum einen wird diese starke
Brechkraft durch den héheren Brechungsindex von 1,376 — im Vergleich zum
Brechungsindex der Luft von 1,00 — und durch die hohe Ordnungsstruktur der
Kollagenfasern des Hornhautstromas, sowie durch die bradytrophen
Eigenschaften des Gewebes erreicht; zum anderen tragen die Hornhautradi-
en entscheidend zur Lichtbrechung bei. Eine Ubersichtsaufnahme des

gesunden vorderen Augenabschnitts zeigt Abbildung 1.1.

Abb. 1.1 Aufnahme eines gesunden rechten Augenvorderabschnitts.
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Der mittlere Hornhautradius betragt 7,8 mm an der Vorderflache und 6,5 mm
an der Rickflache.” Hierbei geht die Woélbung der Rickflache aufgrund des
geringeren Unterschieds der Brechungsindices zwischen Cornea und
Kammerwassers weniger stark in die gesamte Hornhautbrechkraft ein. Die
Hornhautradien sind in dem optischen Schnittbild (VA-OCT) der zentralen
Hornhaut in Abbildung 1.2 erkannbar.

Abb. 1.2 Optische Kohédrenztomographie (OCT) der Hornhaut eines gesunden
Auges. Die Kurvaturen der vorderen und hinteren Hornhautgrenzflédchen entsprechen

dem vorderen und hinteren Hornhautradius.

Embryonal entstammt das Epithel der Hornhaut dem Ektoderm, alle anderen
cornealen Schichten dem Mesoderm.8 Die Innervation der Cornea erfolgt aus
den sensiblen Asten des Nervus ophthalmicus, dem ersten Endast des

finften Hirnnerven (Nervus trigeminus).®

1.1.1 Schichten der Hornhaut

Lichtmikroskopisch ist die Hornhaut aus finf Schichten aufgebaut. Sie hat im
Zentrum eine mittlere Dicke von 0,52 mm, die zur Peripherie hin auf 0,67 mm
ansteigt.?2 Abbildung 1.3 zeigt die histologischen Schichten der Cornea.

Die &uBere Begrenzung der Hornhaut stellt das 40 — 60 ym dicke, mehr-
schichtige (5 — 7 Zelllagen), nicht-verhornende Plattenepithel dar.’® Dessen
circa 1 ym dicke Basalmembran ist fest mit der Bowman-Membran, der
auBeren Grenzmembran (Lamina limitans anterior bzw. Lamina fibroreticula-
ris) verbunden."

Die Bowman-Membran ist eine circa 8 — 14 ym dicke, homogene und zellfreie
Schicht, die vorwiegend aus retikular angeordneten Typ | Kollagenfibrillen und

Proteoglykan-reicher Matrix besteht.?
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Abb. 1.3 Lichtmikroskopische Aufnahme von Teilen
einer humanen Hornhaut in H&amatoxylin-Eosin
Féarbung. Der Zusammenschnitt zeigt oben die
epitheliale und unten die endotheliale Seite. Von
auBen (oben) nach innen (unten) zeigt sich der
flinfschichtig Aufbau aus Epithel (EPI), Bowman-
Membran (BM), Stroma (ST), Descemet-Membran
und Endothel (hier als Endothel-Descemet-Membran
(EDM) bezeichnet). Die Schichtdicke des Hornhaut-

stromas ist in der zusammengeschnittenen Abbildung

nicht vollstdndig abgebildet.

100 ym

Das Hornhautstroma mit einer Schichtdicke von 400 — 500 ym stellt mit 90%
den gréBten Anteil der gesamten Hornhaut dar. Die zueinander rechtwinklig
angeordenten und parallel aufeinanderliegenden Lagen der 5 — 6 ym dicken
Kollagenfasern bestehen aus Typ | (90%) und Typ Il (10%) Kollagenfibrillen,
die innerhalb der einzelnen Lamellen sehr regelmaBig angeordnet sind.3 4 In
das Hornhautstroma sind dicht angeordnete Nervenfaserendigungen
eingelassen. Der zellulare Anteil innerhalb des Hornhautstromas ist mit etwa
2% gering und besteht hauptsachlich aus dem Zellverband der Keratozyten,

die den Fibrozyten anderer Bindegewebe ahneln.
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Dem Stroma liegt nach innen die Descemet-Membran als hintere Grenz-
membran (Lamina limitans posterior) an. Die Dicke der Descemet-Membran
nimmt mit dem Alter zu, sie betragt im frithen Erwachsenenalter 5 — 10 ym. 'S
Die Descemet-Membran gliedert sich wiederum in einen ,Anterior Banded
Layer’ (ABL, ca. 3 ym) und einen ,Posterior Non-Banded Layer’ (PNBL). Der
PNBL besitzt eine altersabhéngige Schichtdickenzunahme von circa 3 ym in
der Jugend auf Uber 10 ym im Alter.'® Die Matrix der Descemet-Membran
bestehend hauptséachlich aus Typ IV und Typ VIl Kollagenen, sowie Laminin,
ein kollagenahnliches Glykoprotein, welches von den Endothelzellen
sezerniert wird.'®

Das etwa 5 pm dicke einschichtige Hornhautendothel ist die innerste
Auskleidung der Hornhaut und liegt der Descemet-Membran auf. Es besteht
aus hexagonalen Endothelzellen mit einem Durchmesser von etwa 20 ym.16
Die Endothelzellen bilden mit ihren dichten zellularen Verbindungen (Zonulae
occludentes) eine Barriere fir das Kammerwasser und besitzen die Aufgabe
kontinuierlich aktiv Wasser aus der Hornhaut heraus zu transportieren, sie
fungieren damit als sogenannte ,Endothelpumpen®. Wahrend in den ersten
Lebensjahren die Endothelzelldichte etwa 4.000 — 5.700 Zellen/mm? betragt,'”
nimmt diese mit dem Lebensalter auch unter physiologischen Bedingungen
stetig ab und betragt im Erwachsenalter etwa 2.000 — 2.500 Zellen/mm?.18 Die
humanen Hornhautendothelzellen kénnen sich nicht regenerieren, allerdings
kommt es bei einem Endothelschaden und -verlust zu einer lokalen

Umverteilung und Adaptation bestehender Zellen.
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1.2 Endotheliale Hornhauterkrankungen

Das Hornhautendothel ist fur die Integritdt der Hornhaut von zentraler
Bedeutung. Durch die Pumpleistung der Endothelzellen wird der bradytrophe
Hydratationszustand, insbesondere des Hornhautstromas, aufrechterhalten
und damit die Transparenz der Hornhaut gewahrt. Fallt die Endothelzelldichte
unterhalb des kritischen Bereichs von 800 Zellen/mm? oder nimmt die
zelluldre Pumpfunktion ab, kommt es zum Odem und damit zur Eintrilbung
der Hornhaut.'® 20 Der Wassereinstrom entsteht hierbei maBgeblich durch die
osmotische Wirkung von Proteoglykanen zwischen den Kollagen-Lamellen
des Stromas, die eine hohe Wasserbindungskapazitat besitzen.

Es gibt verschiedene Ursachen fir den Verlust der Endothelfunktion. Ein
massiver Endothelzellverlust kann z.B. durch ein okuldres Trauma, einen
Glaukomanfall oder nach intraokuldren Eingriffen (iatrogen) entstehen; und
dadurch zu einer bullésen Keratopathie fliihren.?! Chronisch degenerative
Hornhaut-Endothelerkrankungen, wie die Fuchs Endotheldystrophie,?? die
hintere polymorphe Endotheldystrophie?® oder das iridocorneale Endothel-
syndrom (ICE-Syndrom)?* fiihren zu einem progressiven Verlust der
Endothelzelldichte, einhergehend mit der Abnahme der Pumpleistung und
morphologischen Veranderungen innerhalb der Descemet-Membran.

Eine Endotheldekompensation kann jedoch auch nach erfolgter Hornhaut-
transplanation auftreten.?® Hierbei kann der Endothelzellverlust langsam,
aufgrund einer stetigen Abnahme der Endothelzelldichte, oder plétzlich im

Rahmen einer immunologischen Transplantatreaktion erfolgen.

1.2.1 Fuchs Endotheldystrophie

Die Fuchs Endotheldystrophie (FED) ist die haufigtste endotheliale Hornhau-
terkrankung, deren Inzidenz mit zunehmendem Alter ansteigt. Typischerweise
liegt der Erkrankungsbeginn in der 6. Lebensdekade; dementsprechend wird
in der Patientengruppe Uber 50 Jahren eine Prévalenz zwischen 3,7% und

9,2% angenommen.?®: 27 Die klassischen Symptome sind schleichende

5
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Sehverschlechterung, zunehmende Blendempfindlichkeit, sowie das
Wahrnehmen von Lichtringen (Halos) und Strahlenkrdnzen um Lichtquellen.
Hierbei sind die Beschwerden am Morgen starker und verbessern sich im
Tagesverlauf. Die Diagnosestellung erfolgt klinisch an der Spaltlampe. Es
zeigt sich bereits frihzeitig der typische gehdmmerte Endothelbeschlag
(guttae, Stadium 1, Abbildung 1.4). Im weiteren Krankheitverlauf kommt es
zum zunehmenden Stromadédem (Stadium 2), zu Endothelfalten und
epithelialen Bullae (Stadium 3), sowie im Spatstadium zur subepithelialen
Fibrose, stromalen Narben und GefaBeinsprossungen in die Hornhaut
(Stadium 4).

Abb. 1.4 Lichtmikroskopische Aufnahme einer

Endothel-Descemet-Membran bei Fuchs

P AR

Endotheldstrophie in Hématoxylin-Eosin Férbung.
In den Schichten lassen sich der Anterior Banded
Layer (ABL), der Posterior Non-Banded Layer
(PNBL) und das Endothel (EN) unterscheiden.

Endothelseitig  zeigen sich die typischen

10 ym

warzenartige Verdickungen (*, guttae).

Wéhrend die FED sporadisch auftreten kann, existieren auch Vererbungs-
muster. In diesem Zusammenhang konnten zwei autosomal-dominate
Mutationen (L450W und Q455K)? 29 in dem Gen der a2 Kette des Typ VI
Kollagens (COL8A2) gefunden werden. Das Typ VIl Kollagen befindet sich
hauptsachlich in dem Anterior Banded Layer der Descemet-Membran.
Weiterhin wurden Loss-of-Function-Mutationen im Bereich der Transkriptions-
faktoren TCF4 (reguliert die Expression des E2-2 Proteins)3® und TCF8
(reguliert die Expression des ZEB1 Proteins)3!' gefunden. Bezlglich der
Endothelzellen zeigten sich verschiedene assoziierte Mutationen im SLC4A11
Gen, das den Natrium-Borat-Cotransporter NaBC1 kodiert und damit zur
Endothelzellpumpe beitragt.3> 33 Ebenso flhrt eine Missense-Mutation im
LOXHD1-Gen zu einer Uberexpression und damit zur Stérung der Endothel-

funktion durch Akkumulation des kodierten Membranproteins.
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Wéhrend die zugrundeliegenden Mutationen im Wesentlichen die Konsistenz
der Descemet-Membran und die Funktion der Endothelzellen betreffen, sind
im weiteren Verlauf der Erkrankung alle Hornhautschichten, durch primér oder

sekundar bedingte morphologischen Veranderungen, von der FED betroffen.

1.2.2 Bullése Keratopathie

Namensgebend fir die bullése Keratopathie (BK) sind die typischen
Epithelblaschen (bullae), die auf eine Endotheldysfunktion schlieBen lassen.
Meist liegt hierbei ein massiver Endothelzellverlust, h&ufig nach einem
intraokularen Eingriff (iatrogen) oder Trauma, zu Grunde. Ab einer Endothel-
zelldichte unter 800 Zellen/mm? kann die corneale Endothelinsuffizienz
einsetzen,'® 20 bei der nicht mehr ausreichend Wasser aus dem Hornhaut-
stroma herausgepumpt werden kann und es somit zur Entstehung eines
Hornhautédems kommt. Die klassischen Symptome der BK sind eine
ausbleibende Visusbesserung nach intraokularer Chirurgie,®* z.B. nach
Katarakt-Operation,®> verbunden mit Blendempfindlichkeit und Schmerzen.
Die Inzidenz der BK nach Katarakt-Operationen wird mit 1 — 2% angegeben.36
Hierbei tragen insbesondere Patienten, die bereits praoperativ eine
Endothelzelldichte unter 1.000 Zellen/mm? aufweisen ein erhéhtes Risiko fir
eine BK. Patienten mit einer Fuchs Endotheldystrophie sind dabei besonders
gefadhrdet, da sie bereits eine eingeschrankte Endothelzelldichte und —
funktion aufweisen. Abbildung 1.5 zeigt die Endothel-Descemet-Membran

einer Hornhaut mit bulléser Keratopathie.

Abb. 1.5 Lichtmikroskopische Aufnahme einer
Endothel-Descemet-Membran mit bulléser
Keratopathie in Hdmatoxylin-Eosin Farbung. In den
Schichten lassen sich der Anterior Banded Layer
(ABL), der Posterior Non-Banded Layer (PNBL)
und das Endothel (EN) unterscheiden.
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Klinisch zeigt sich die Endotheldekompensation an der Spaltlampe durch
Descemetfalten, Hornhautstromaddem und aufgequollene Epithelzellen.
Kommt es durch AufreiBen der Epithelblaschen zu Oberflachendefekten
besteht die Gefahr einer bakteriellen Infektion, die zum Hornhautulkus und im

schlechtesten Fall zur Hornhaut-Perforation fihren kann.

1.2.3 Endotheliale Transplantatdekompensation

Das Transplantatversagen nach Keratoplastik kann Folge einer immunvermit-
telten Graft-versus-Host Reaktion im Rahmen einer AbstoBung oder eines
nicht-immunologisch bedingten Endothelzellverlustes sein.3”- 3 Wahrend das
Transplantatversagen bei einer AbstoBung rasch erfolgt und klinisch mit
plétzlichem Visusverlust, Augenrétung, Schmerzen sowie starker Blendemp-
findlichkeit verbunden ist, verlauft die endotheliale Transplantatdekompensa-
tion langsam und fuhrt zur allmahlichen Visusverschlechterung mit zuneh-
mender Blendempfindlichkeit. Schmerzen treten hierbei erst spat durch
Epithelblaschen (bullae) aufgrund des persistierenden Hornhautédems auf.
Das Auftreten eines Transplantatversagens ist abhangig von der Ausgangssi-
tuation, intra- und perioperativen Komplikationen, sowie bestehenden
okularen Komorbiditaten.3°-42 Die kumulative 5-Jahresinzidenz des Transplan-
tatversagens wird nach perforierender Keratoplastik mit 8 — 33%, nach
Descemet Stripping Endothelial Keratoplasty (DSEK) mit 7 — 21% und nach
Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK) mit 5 — 7% angege-
ben.*3-47 Abbildung 1.6 zeigt ein dekomensiertes DSEK Transplantat.

Abb. 1.6 Lichtmikroskopische Aufnahme eines
Hornhaut-Lenticles, bestehend aus Stroma mit
Endothel-Descemet-Membran, bei Transplantatde-
kompensation nach DSEK in Hématoxylin-Eosin
Férbung. Im histologischen Schnitt lassen sich das
Stroma (ST), der Anterior Banded Layer (ABL), der
Posterior Non-Banded Layer (PNBL) und das
Endothel (EN) darstellen.
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1.3 Operationsmethoden endothelialer Keratopathien

Die Idee des Hornhautersatzes zur Behandlung von Hornhautnarben entstand
bereits im 18. Jahrhundert. Erste Tierversuche der Hornhauttransplantation
erfolgten im 19. Jahrhundert (1813) von Karl Himly in Géttingen.*® Im 20.
Jahrhundert (1905) gelang es Eduard Zirm in Olmutz/Tschechien*® die erste
erfolgreiche autologe Keratoplastik bei einem Patienten nach Kalkveratzung
durchzufthren. Er legte damit den Grundstein der Hornhauttransplantation am
Menschen. Die weitere Entwicklung der Operationsmikroskope und -
instrumente, sowie das bessere immunologischen Verstandnisses fuhrten in
der Folgezeit zur Etablierung der allogenen Hornhauttransplanation von
Totspendern als sicheres und reproduzierbares Operationsverfahren. Hierbei
gilt Walther Lohlein, der ab 1934 in Berlin wirkte, als Wegbereiter. Zuneh-
mend stellten sich der Zustand des Hornhautendothels und das AbstoBungs-
risiko als die entscheidenden Kriterien fur den langfristigen Behandlungserfolg
heraus. Infolgedessen konzentrierte sich die weitere Verbesserung der
Keratoplastik, am Anfang des 21. Jahrhunderts, auf Operationstechniken des
Hornhautendothels. Ein wesentlicher Schritt war hierbei die selektive
Entfernung des erkranktes Hornhautendothels durch das kreisférmige
Abziehen des Endothel-Descemet-Membran (Descemetorhexis).® Hierdurch
kann anschlieBend mittels lamellarer Keratoplastik das Endothel durch
gesundes Gewebe eines Todspenders ersetzt werden. Dies kann, wie 2005
von Francis Price erstmals beschrieben, durch eine Hornhautlamelle,
bestehend aus einem dinnen Stromaanteil und der Endothel-Descemet-
Membran, im Rahmen einer sogenannten ,Descemet Stripping Endothelial
Keratoplasty” (DSEK) erfolgen.5' Als Weiterentwicklung dieser Methode gilt
die gezielte Ubertragung der Endothel-Descemet-Membran im Rahmen einer
sogenannten ,Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty® (DMEK), wie

2006 von Gerrit Melles beschrieben.52: 53
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1.3.1 Perforierende Keratoplastik (PK)

Bei der durchgreifenden (perforierenden) Keratoplastik werden alle finf
Hornhautschichten durch ein Transplantat ersetzt.>* Hierbei wird unter dem
Mikroskop mittels eines speziellen kreisférmigen Schneidinstruments (Trepan)
zunéchst eine runde Scheibe aus der erkrankten Hornhaut des Empfangers
entfernt (Trepatation). AnschlieBend wird in den Defekt eine zuvor praparierte
und gleichermaBen ausgeschnittene gesunde Hornhautscheibe eines
Spenders mit feinen, nicht-resorbierbaren Faden eingenaht. Der postoperati-
ve Heilungsverlauf ist langwierig. Es dauert in der Regel mehr als ein Jahr bis
die Hornhautfaden entfernt werden kdnnen. Haufig verbleibt eine Fehlsichtig-
keit, die bei etwa 20% der Patienten aufgrund eines hohen oder irregularen
Astigmatismus nur durch formstabile Kontaktlinsen korrigiert werden kann.%®
Der best-korrigierte Visus zwei Jahre nach PK bei Augen mit FED wird im
Mittel mit 0,2 logMAR (Dezimalvisus ~ 0,6) angegeben.% 57 Der wesentliche
Vorteil der PK besteht darin, dass Narben und Pathologien aller Hornhaut-

schichten behandelt werden kénnen.

1.3.2 Descemet Stripping Endothelial Keratoplasty (DSEK)

Die DSEK ist ein lamellares Transplantationsverfahren der Hornhaut.%® Bei
der DSEK wird unter dem Mikroskop zunéchst die erkrankte Endothel-
Descemet-Membran des Empfangers mit Trypanblau angefarbt und entlang
einer zuvor auf dem Hornhautepithel gesetzten kreisrunden Markierung von
innen entfernt. Das Spender-Hornhautgewebe wird nicht vollsténdig
trepaniert, nur die inneren Schichten bestehend aus Endothel-Descemet-
Membran und den hinteren Stromaanteilen werden als eine kreisrunde, diinne
Scheibe, dem sogenannten ,Lenticle’, praoperativ von der Spenderhornhaut
prapariert. Hierbei kann die Praparation des hinteren Stromas auch Laser-
assistiert erfolgen.%® 60 Dieser ,Lenticle’ wird mit einer Kanlle in die Vorder-
kammer des Auges eingegeben und dann mittels einer Luftblase von innen an

das freigelegte Hornhautstroma (Stroma-zu-Stroma) fixiert. Die Luftblase

10
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verbleibt in der Vorderkammer und der Patient muss die ersten postoperati-
ven Tage in Ruckenlagerung verbleiben um die Anhaftung des Spender-
Lenticles an das Empféngerstroma zu unterstitzen. Die postoperative
Visusbesserung erfolgt relativ schnell, sodass der best-korrigierte Visus nach
6 Monaten im Mittel 0,29 logMAR (Dezimalvisus ~ 0,5) erreicht.5! Die
refraktive Anderung der Hornhaut ist deutlich geringer als bei der perforieren-

den Keratoplastik.®?

1.3.3 Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK)

Die DMEK ist ein lamellares Transplantationsverfahren der Hornhaut, bei der
selektiv nur die Descemet-Membran mit dem Endothel ersetzt wird.53 Bei der
DMEK wird unter dem Mikroskop zunédchst die Descemet-Membran des
Empfangers mit dem erkrankten Endothel durch Trypanblau angefarbt und
entlang einer zuvor auf dem Hornhautepithel gesetzten kreisrunden
Markierung von innen entfernt. Vom Spender-Hornhautgewebe wird gezielt
die Endothel-Descemet-Membran mittels Pinzetten unter dem Mikroskop
abprépariert und anschlieBend trepaniert, um einen kreisrunden | Flap’
(Transplantat) zu erhalten. Dieser diinne ,Flap’ rollt sich durch die endothel-
seitigen Elastine mit dem Endothel nach innen zu einer Rolle ein.®* Die Rolle
des ,Flaps’ wird mit einer Kanule in die Vorderkammer des Auges eingegeben
und dann mit einer Luftblase von innen an das freigelegte Hornhautstroma
(Stroma-zu-Descemet-Membran) fixiert. Die Luftblase verbleibt postoperativ in
der Vorderkammer und der Patient muss die ersten Tage nach der Operation
in Ruckenlagerung verbringen um die Anhaftung der Spenderhornhaut an das
Empfangerstroma zu unterstitzen. Die postoperative Aufklarung der
6dematdsen Hornhaut erfolgt relativ schnell, sodass der best-korrigierte Visus
nach 6 Monaten im Mittel bereits bei 0,16 logMAR (Dezimalvisus ~ 0,7)

liegt.6' Die refraktive Anderung der Hornhaut ist gering.5: 66
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1.4 Bedeutung von Vitalfarbstoffen

Die Verwendung von Vitalfarbstoffen ist in der Augenheilkunde ein fester
Bestandteil bei der Durchfuhrung von intraokularen Eingriffen. In diesem
Zusammenhang werden Vitalfarbstoffe flr die intraoperative Kontrastierung
von filigranen und meist transparenten Grenzmembranen verwendet. Diese
werden fir den Operateur besser visualisiert und kénnen damit sicherer und
vollstandig entfernt werden. Insbesondere bei der Erdffnung der vorderen
Linsenkapsel (Kapsulorhexis)®”- 68 wahrend einer Katarakt-Operation, bei der
Entfernung der Descemet-Membran vom anliegenden Hornhautstroma
(Descemetorhexis)®® wahrend einer hinteren lamellaren Keratoplastik, sowie
dem Entfernen der inneren Grenzmembran (ILM) oder epiretinaler Membra-
nen von der Netzhaut (ILM-Peeling bzw. Membrane-Peeling)®%-73 wahrend
einer Glaskoérper-Operation werden Vitalfarbstoffe regelméBig genutzt. In der
Vergangenheit wurde eine Vielzahl mdglicher Farbstoffkanditaten fir die
intraokulédre Chirurgie publiziert und evaluiert. 74#7° Aufgrund der Gewebe-
spezifischen Kontrastierungseigenschaften und der — im Vergleich zu anderen
Vitalfarbstoffen — geringeren in-vivo und in-vitro beobachteten Toxizitat ist
Trypanblau der heute am haufigsten verwendete Vitalfarbstoff.”8 7° In
absteigender Haufigkeit folgen Brilliantblau G7#4 und Indocyaningrin.”
Vitalfarbstoffe, welche deutlich seltener zum Einsatz kommen sind u.a.

Methylenblau, Patentblau,’® Infracyaningriin und Toluidinblau.””-"°

1.4.1 Trypanblau

Trypanblau ist ein wasserléslicher, anionischer Diazofarbstoff, welcher initial
von Paul Ehrlich 1904 zur Behandlung der Schlafkrankheit (Afrikanische
Trypanosomiasis) vorgestellt wurde.80 In die Augenheilkunde wurde
Trypanblau erst 1967 zur Visualisierung und Diagnostik von Hornhaut- und
Bindehauterosionen eingefuhrt. Seither hat sich das Anwendungsspektrum
von Trypanblau deutlich erweitert und ist damit aktuell der meist verbreitetste

Vitalfarbstoff in der Augenheilkunde. Trypanblau ein wesentliches Adjuvans
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wéhrend Operationen des vorderen und hinteren Augenabschnitts und kommt
bei der Eréffnung der Linsenkapsel (Kapsulorhexis),®® dem Entfernung der
Endothel-Descemet-Membran (Descemetorhexis)® &' und dem Abziehen von
vitreoretinalen Membranen (Membran-Peeling bzw. ILM-Peeling)’® 82 zur
Anwendung. Aufgrund des breiten Anwendungsspektrums von Trypanblau
wurde die Toxizitdt in verschiedenen in-vitro, in-vivo und ex-vivo Studien
untersucht. Bislang gibt es allerdings noch keinen klaren Konsens Uber die

Einstufung der Toxizitat.”® 83-85
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2 Ziele der Arbeit

Die Ziele der in dieser Habilitationschrift vorgelegten wissenschaftlichen

Arbeiten umfassen:

1. Vergleichende Analyse klinischer Daten und histomorphologischer
Befunde von Patientenaugen mit Fuchs Endotheldystrophie und bulléser

Keratopathie nach primérer DMEK.

2. Analyse von Pradiktionsfaktoren flr den postoperativen Visus (BCVA), die
zentrale Hornhautdicke (CCT) und die Endothelzelldichte (ECD) nach

primarer DMEK an Patientenaugen mit Fuchs Endotheldystrophie.

3. Untersuchung der klinischen Daten und histopathologischen Befunde nach
DMEK an Patientenaugen mit Transplantatversagen nach vorausgegan-
gener DSEK.

4. Untersuchung der klinischen Daten und histopathologischen Befunde im
Hinblick auf klinisch-pathologische Mechanismen der Transplantat-
Ablésung nach DMEK.

5. Quantitative Analyse photodynamischer Eigenschaften der Vitalfarbstoffe
Trypanblau, Brillianblau G und Indocyaningriin unter standardisierten in-

vitro Experimenten.
6. Quantitative und qualitative Untersuchungen der photochemischen

Eigenschaften von Trypanblau in standardisierten in-vitro Experimenten

zur Analyse involvierter Abbaumechanismen.

14



Publikationen

3 Eigene Arbeiten

3.1 Publikation 1: Primare Descemet Membrane Endothelial Kerato-
plasty bei Fuchs Endotheldystrophie und bulléser Keratopathie:

Histopathologie und klinische Ergebnisse

[86] Brockmann T, Brockmann C, Maier AB, Schroeter J, Bertelmann E,
Torun N. 2018. Primary descemet's membrane endothelial keratoplasty for
fuchs endothelial dystrophy versus bullous keratopathy: Histopathology and
clinical results. Curr Eye Res. 43(10):1221-1227.

Link zu Publikation 1: https://doi.org/10.1080/02713683.2018.1490773

In dieser prospektiven Beobachtungsstudie® wurde der klinische Verlauf und
das postoperative Ergebnis nach primarer DMEK bei FED und BK untersucht.
Deweiteren wurden die klinischen Daten den histomorphologischen Befunden
pathologisch verédnderter und intraoperativ entfernter Endothel-Descemet-
Membranen (EDM) gegenlbergestellt. Hierzu wurden 119 Kkonsekutive
Patientenaugen mit FED oder BK, die zwischen Méarz 2012 und Méarz 2013
eine DMEK als cornealen Ersteingriff erhielten, eingeschlossen. Bei 101
Augen lag als zugrundeliegende Erkrankung eine FED und bei 18 Augen eine
BK vor. Im postoperativen Verlauf wurden der best-korrigierte Visus, die
zentrale Hornhautdicke, die Endothelzelldichte und die Ha&ufigkeit einer
Transplantat-Ablésung analysiert. Nach 12 Monaten zeigte sich im Gesamt-
kollektiv eine mittlere Sehschéarfe von 0,14 logMAR (Dezimalvisus ~ 0,7) und
in Augen ohne Visus-beeintrachtigende okulare Komorbiditaten eine mittlere
Sehschérfe von 0,10 logMAR (Dezimalvisus = 0,8). Dementsprechend betrug
der Visus von Patientenaugen ohne Visus-beeintrachtigende Nebenerkran-
kungen bei FED 0,10 logMAR (Dezimalvisus = 0,8) und bei BK 0,15 logMAR
(Dezimalvisus = 0,7). Hierbei zeigte sich zwischen den zwei verschiedenen
Indikationen (FED vs. BK) kein signifikanter Unterschied. Ebenfalls zeigten
sich zwischen der FED und der BK keine Unterschiede hinsichtlich der

mittleren zentralen Hornhautdicke (520 vs. 539 ym; p = 0,181) und der
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mittleren Endothelzelldichte (1.743 vs. 1.457 Zellen/mm? p = 0,112). Die
Transplantat-Abléserate betrug insgesamt 40% (48/119), beziehungsweise
41% bei FED und 39% bei BK (p = 0,554). Bertcksichtigt man nur pseu-
dophake Augen, betrug die Transplantat-Abldserate 43% bei FED und 35%
bei BK. Unterschiede der Transplantat-Abldésungen zeigten sich insbesondere
in der Rate des wiederholten Auftretens von Ablésungen, diese zeigte sich
vermehrt bei der FED (p = 0,024). In Hinblick auf die histomorphologischen
Befunde der EDM-Komplexe konnte dies im Zusammenhang mit einem
deutlich sichtbaren Verlust an Matrixproteinen (z.B. Fibronektin) bei der FED,
im Gegensatz zur BK, stehen. Diese Matrixproteine sind innerhalb der
Descemet-Membran flr die Verbindung des Anterior-Banded Layer (ABL)
zum Posterior Non-Banded Layer (PNBL) notwendig. Ist diese Verbindung
aufgelést, kommt es zu einer Spaltung innerhalb der Descemet-Membran
(zwischen ABL und PNBL), wodurch es wahrend der DMEK zu einer
inkompletten Membranenfernung kommen kann, was wiederum eine
Transplantat-Ablésung begunstigt.

Unsere Daten konnten zeigen, dass die primare DMEK bei FED und BK
vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich des Visus, der zentralen Hornhautdicke
und der Endothelzelldichte erzielen kann. Der postoperative Verlauf kann
jedoch zwischen den zwei Operationsindikationen hinsichtlich der wiederhol-
ten Transplantat-Abldsung variieren, was in der unterschiedlichen mikrostruk-

turellen Beschafftenheiten der Descemet-Membranen begriindet sein kann.

Auf den Ergebnissen zur FED von Publikation 1 baut das Studiendesign von
der darauf folgenden Publikation 2 auf. Hierin werden Kklinische und
morphologische Parameter auf ihre Vorhersagekraft postoperativer

Ergebnisse nach DMEK analysiert.
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3.2 Publikation 2: Pradiktoren klinischer Ergebnisse nach primarer
Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty bei Fuchs En-

dotheldystrophie

[87] Brockmann T, Pilger D, Brockmann C, Maier AB, Bertelmann E, Torun N.
2018. Predictive factors for clinical outcomes after primary descemet's
membrane endothelial keratoplasty for fuchs' endothelial dystrophy. Curr Eye
Res. [Epub ahead of print]

Link zu Publikation 2: https://doi.org/10.1080/02713683.2018.1538459

In dieser prospektiven Beobachtungsstudie®” wurden pradiktive Faktoren fir
den best-korrigierten Visus, die zentrale Hornhautdicke und die Endothelzell-
dichte nach primarer DMEK untersucht. Hierzu wurden préaoperative klinische
Parameter, histomorphologische Befunde erkrankter und intraoperativ
entfernter Endothel-Descemet-Membranen (EDM), sowie klinische Verlaufs-
daten des zuerst operierten Auges von insgesamt 108 Patientenaugen mit
Fuchs Endotheldystrophie analysiert. Als Endpunkite wurden der best-
korrigierte Visus, die zentrale Hornhautdicke und die Endothelzelldichte 12
Monate nach DMEK definiert. Dementsprechend lag 12 Monate postoperativ
der mittlere Visus bei 0,11 logMAR (Dezimalvisus ~ 0,8), die Hornhautdicke
bei 529 ym und die Endothelzelldichte bei 1.675 Zellen/mm?. Als bedeutsa-
men Préadiktor fir den postoperativen Visus und die zentrale Hornhautdicke
wurde die praoperative Hornhautdicke identifiziert (r = 0,299; p = 0,014 und r
= 0,507; p < 0,001). Insbesondere Augen mit einer praoperativen zentralen
Hornhautdicke unter 625 ym zeigten 12 Monate postoperativ einen signifikant
besseren mittleren Visus bei 0,05 logMAR (Dezimalvisus = 0,9), als Augen mit
einer préoperativen zentralen Hornhautdicke groBer gleich 625 ym, bei denen
der mittlere Visus 0,13 logMAR (Dezimalvisus ~ 0,7) betrug (p = 0,002). Wird
in diesem Zusammenhang auBerdem noch die Visusentwicklung des zuerst
operierten Auges als prognostischer Parameter herangezogen ist es mdglich
Patientenaugen zu identifizieren, die postoperativ eine friihe Visuserholung

erreichen. Hatte das erste Auge bereits 6 Monate nach DMEK einen Visus
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von 0,1 logMAR oder besser (Dezimalvisus = 0,8), so zeigte auch das
Partnerauge eine frihe Visusbesserung. Zur ldentifikation von Augen mit
einer persistierenden Hornhautschwellung zeigte sich die praoperative
Hornhautdicke = 625 ym als sensitiver Parameter. Hinsichtlich der histomor-
phologischen Befunde an den entfernten EDM-Komplexen wurde eine
Korrelation zwischen der Dicke des Anterior Banded Layer (ABL) und der
praoperativen Hornhautdicke beobachtet (r = 0,601; p = 0,023). In diesem
Zusammenhang zeigte sich auch ein positiver Zusammenhang zwischen
ABL-Dicke und der Haufigkeit von Transplantat-Ablésungen (r = 0,652; p =
0,041). Desweiteren konnte gezeigt werden, dass eine grenzwertige
Ausgangs-Endothelzelldichte des Transplantats von < 2.100 Zellen/mm?
haufiger mit einem malBgeblichen Endothelzellverlust auf unter 1.000
Zellen/mm? assoziiert war (1,8% vs. 15,8%; p = 0,020).

Unsere Ergebnisse konnten damit einfach verflgbare klinische Parameter wie
die praoperative zentrale Hornhautdicke, der postoperative Visusverlauf des
ersten Auges und die Ausgangs-Endothelzelldichte des Transplantats
identifizieren, welche als effektive Vorhersageparameter flr den klinischen
Verlauf nach primérer DMEK bei Fuchs Endotheldystrophie genutzt werden

kdénnen.

Im Kontext der Ergbnisse aus Publikation 2 liegt eine besonders groBe
préoperative zentrale Hornhautdicke, sowie eine spezielle Ausgangssituation
in Auge mit endothelialer Transplantatdekompentation vor. Daher wurden in
der darauf folgenden Publikation 3 die klinischen Ergebnisse nach DMEK,
und die histomorphologischen Befunde dekompensierter Hornhaut-

Transplantate untersucht.
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3.3 Publikation 3: Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty bei
Transplantatversagen nach Descemet Stripping Endothelial
Keratoplasty: Klinische Ergebnisse und histopathologische Befun-
de

[88] Brockmann T, Brockmann C, Maier AK, Gundlach E, Schroeter J,
Bertelmann E, Joussen AM, Torun N. 2015. Descemet membrane endothelial
keratoplasty for graft failure after descemet stripping endothelial keratoplasty:
Clinical results and histopathologic findings. JAMA Ophthalmol. 133(7):813-
819.

Link zu Publikation 3: https://doi.org/10.1001/jamaophthalmol.2015.0906

Das Transplantatversagen nach Keratoplastik hat eine allgemeine Bedeutung
im postoperativen Verlauf. Wahrend die immunologische Transplantat-
AbstoBung als Urache des Transplantatversagens mit der Einfuhrung der
hinteren lamellaren Keratoplastik im Vergleich zur perforierenden Keratoplas-
tik signifikant reduziert werden konnte,%” 8 ist das Transplantatversagen
aufgrund einer Endotheldekompensation nach wie vor ein manifestes
Problem. In diesen Fallen ist meist eine erneute hintere lamellare Keratoplas-
tik oder sogar eine penetrierende Keratoplastik notwendig.

In dieser prospektiven Beobachtungsstudie®® wurden die funktionellen und
anatomischen Ergebnisse nach sekundarer DMEK bei endothelialem
Transplantatversagen mit den Ergebnissen nach primarer DMEK bei Fuchs
Endotheldystrophie verglichen. Hierbei erfolgte zusétzlich eine immunhisto-
chemische Aufarbeitung der intraoperativ entfernten DSEK-Lamellen
(Lenticle) zur Beurteilung der Stroma-zu-Stroma Grenzflache. Von 210
konsekutiv durchgefiihrten DMEK Operationen zwischen Méarz 2012 und
Februar 2013 erfolgte diese in acht Féllen als sekundare DMEK aufgrund
eines endothelialen Transplantatversagens nach DSEK. Die Ergebnisse
dieser Studiengruppe wurden 12 Monate postoperativ verfolgt und zu 30
Augen mit Fuchs Endotheldystrophie eines Referenzkollektivs sowie einer

matched-pairs Gruppe nach primarer DMEK hinsichtlich des best-korrigierter
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Visus und der zentralen Hornhautdicke verglichen. Im postoperativen Verlauf
konnte nach 12 Monaten in der Studiengruppe mit Transplantatversagen nach
DSEK im Mittel eine Visusbesserung von initial 1,13 logMAR (Dezimalvisus ~
0,08) bei einer zentrale Hornhautdicke von 704 pm auf 0,38 logMAR
(Dezimalvisus ~ 0,4) bei einer zentralen Hornhautdicke von 524 ym erreicht
werden. Im Vergleich dazu lag der Visus, 12 Monate nach priméarer DMEK, in
der matched-pairs Gruppe sowie im Referenzkollektiv bei 0,15 logMAR
(Dezimalvisus = 0,7) bei einer zentralen Hornhautdicke von 516 ym und
zeigte damit signifikant bessere Visusergebnisse als die Studiengruppe der
sekundaren DMEK nach DSEK (p = 0,018) bei vergleichbarer zentraler
Hornhautdicke (p = 0,57). Die immunhistochemische Aufarbeitung der
dekompensierten DSEK-Lamellen offenbarte die Akkumulation von
Martixproteinen und fibrotischem Stitzgewebe (u.a. Fibronektin und
Zytokeratin) entlang der Stroma-zu-Stroma Grenzflache.

Unsere Daten konnten gute Ergebnisse fur die sekundare DMEK bei
Transplantatversagen nach DSEK aufzeigen, womit die DMEK als Therapie
der Wahl fir o.g. Falle angesehen werden kann. Die Visusergebnisse nach
sekundéarer DMEK bei Transplantatversagen waren jedoch den Ergebnissen
nach primadren DMEK unterlegen. Als Ursache kann hierflr die vermehrte
corneale Fibrose innerhalb der Strom-zu-Stroma Grenzflache angesehen
werden. Schlussfolgernd sollte bei einer Transplantatdekompensation relativ
frihzeitig eine sekundare DMEK erfolgen um dem fibrotischen Umbau

entgegenzuwirken.

Eine intakte Stroma-zu-Transplantat Grenzflache ist bei der DMEK nicht nur
fir die optimalen optischen Eigenschaften, wie in Publikation 3 gezeigt,
notwendig; sondern auch fur die dauerhafte Adharenz der transplantierten
Descemet-Membran am Empfangerstroma. Vor diesem Hintergrund wurden
in der darauf folgenden Publikation 4 Mechanismen der Transplantat-

Ablésung nach DMEK analysiert.
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3.4 Publikation 4: Klinisch-pathologische Mechanismen der Transplan-

tat-Ablésung nach Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty

[90] Brockmann T, Brockmann C, Maier AK, Schroeter J, Pleyer U,
Bertelmann E, Joussen AM, Torun N. 2014. Clinicopathology of graft
detachment after descemet's membrane endothelial keratoplasty. Acta
Ophthalmol. 92(7):e556-561.

Link zu Publikation 4: https://doi.org/10.1111/a0s.12419

Die Transplantat-Abldsung ist der haufigste Grund flr eine erneute Interventi-
on nach DMEK. Meist wird dabei zur Re-Adaptation der transplantierten
Descemet-Membran erneut Luft in die Vorderkammer eingegeben.

Aus diesem Anlass wurden in einer prospektiven Beobachtungsstudie®® die
zugrundeliegenden Pathomechanismen der Transplantaabldsung nach
primarer DMEK bei Fuchs Endotheldystrophie untersucht. Hierbei wurden die
intraoperativ entfernten und pathologisch veréanderten Endothel-Descemet-
Membranen (EDM) von 30 Patientenaugen histologisch und immunhistoche-
misch aufgearbeitet. Entsprechend des postoperativen Verlaufs wurden die
Augen nach dem Transplantat-Status gruppiert und diesbeziiglich die
erhobenen klinischen und morphologischen Parameter zwischen den
Gruppen (mit vs. ohne Transplantat-Ablésung) verglichen. Im Gesamtkollektiv
zeigte sich eine postoperative Abldserate von 40% (12/30). Zwischen den
Untersuchungsgruppen zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede
hinsichtlich des postoperativ erreichten best-korrigierten Visus, jedoch war die
Visuserholung in der Gruppe mit Transplantat-Ablésung etwas verzdgert. Es
zeigte sich kein Einfluss des Geschlechts, des Alters, der praoperativen
zentralen Hornhautdicke und des préoperativen Visus auf die Rate der
Transplantat-Ablésungen. Hingegen zeigten sich in Augen mit Transplantat-
Ablésung héaufiger ein unvollstandiges Lésen des Anterior Banded Layers
(ABL) sowie Risse des ABL innerhalb der Descemet-Membran. Desweiteren
zeigte sich der ABL in diesen Augen verdickt: die mittlere Dicke des ABL in

Augen mit Transplantat-Ablésung betrug 3,5 ym, im Vergleich zu 2,5 pym in

42



Publikationen

Augen ohne Transplantat-Ablésung (p = 0,035). Insgesamt stellten sich die
EDM von Augen mit Transplantat-Abldsung aufgelockert dar und zeigten in
immunhistologischen Farbungen, insbesondere zwischen dem ABL und dem
Posterior Non-Banded Layer (PNBL), einen Verlust der Matrixproteine
Fibronektin und Zytokeratin.

Zusammenfassend konnten unsere Ergebnisse aufzeigen, dass eine
inkomplette Entfernung der EDM, mit Verbleib von ABL-Fragmenten am
Empféangerstroma ein Risiko fur eine Transplantat-Ablésung nach DMEK
darstellt. Hierbei kann als Ursache flur die Aufspaltung und ZerreiBung des
ABL der Verlust von stabilisierenden Matrixproteinen innerhalb der Descemet-

Membran angesehen werden.

In Publikation 4 konnte zwar gezeigt werden, dass der postoperativ erreichte
Visus nicht durch eine Transplanat-Ablésung beeintrachtigt wird; allerdings
konnten Baydoun et al. zeigen, dass das Transplanatendothel durch eine
Ablésung dauerhaft in Mitleidenschaft gezogen wird.®

Unabhéanig davon wird nach der DMEK insbesondere in der ersten postopera-
tiven Woche ein starker Endothelzellverlust beobachtet.®?> Hierbei kénnen die
Ursachen im Operationstrauma und einer Zytotoxizitdt des verwendeten
Trypanblaus gesehen werden. In diesem Zusammenhang erfolgten
Untersuchungen zur Beurteilung der Toxizitdt von Trypanblau in den

folgenden Publikationen 5 und 6.
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3.5 Publikation 5: Photodynamik von Vitalfarbstoffen

[93] Brockmann T, Steger C, Dawczynski J. 2012. Photodynamic properties of
vital dyes for vitreoretinal surgery. Ophthalmologica. 228(4):234-238.
Link zu Publikation 5: https://doi.org/10.1159/000341605

Vitalfarbstoffe werden in der Augenchirurgie zur Anférbung von sehr diinnen
und feinen Membranen sowie transparenten Geweben verwendet. Flr diesen
Zweck werden im Rahmen der DMEK die Descemet Membranen des
Spenders und des Empfangers vor der Entfernung mit Trypanblau
angefarbt.?® Neben Trypanblau kommen in der Augenheilkunde auch die
Vitalfarbstoffe Indocyaningriin und Brillianblau G zur Anwendung; letztere
jedoch aktuell hauptséchlich bei Operationen im hinteren Augenabschnitt.®*
Innerhalb der Augenheilkunde wird die Anwendungssicherheit dieser
Adjuvantien divers diskutiert; unter anderem ist hierbei auch die Phototoxizitat
der verschiedenen Farbstoffe von wesentlicher Relevanz.%®

In diesem Zusammenhang wurden in der vorliegenden Arbeit®® mittels in-vitro
Experimente die photodynamischen Eigenschaften von Trypanblau,
Indocyaningriin, und Brillianblau G wéhrend einer Simulation intraoperativer
Beleuchtungsbedingungen quantitativ untersucht. Die Bestrahlung der
unterschiedlichen Vitalfarbstoffe erfolgte mit kurzwelligem Licht einer
Wellenlange von 366 nm und einer effektiven Energie von 12,6 yW/cm?2. Nach
der Bestrahlung zwischen 0 und 48 Stunden wurden die Farbstofflésungen
mittels UV/Vis Spektroskopie in dem Wellenlangenbereich 220 — 750 nm
vermessen und die Daten analysiert. Hierbei zeigte sich eine exponentielle
Photolyse von Indocyaningriin, wahrend Brilliantblau G und Trypanblau unter
den gegebenen Bedingungen eine stabile Konzentration aufwiesen.

FUr Indocyaningrin zeigte sich alle 20 Minuten eine Konzentrationsreduktion
um 5%. Bezogen auf Ubliche Operationszeiten und unter Berucksichtigung
der bekannten Zerfallsprodukte® konnten unsere Ergebnisse damit eine

klinisch relevante Stoffmenge neu-induzierter toxischer Metabolite aufzeigen.
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Die Ergebnisse aus Publikation 5 konnten hierbei jedoch keine Hinweise auf
eine Degradierung des Typanblaus, als Ursache fur die bekannten mutage-
nen und teratogenen Eigenschaften dieses Vitalfarbstoffs liefern.?6. °7 Aus
diesem Anlass wurden in der folgenden Publikation 6 weitergehende

photochemische Untersuchungen an Trypanblau durchgefuhrt.
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3.6 Publikation 6: Photochemische Degradierung von Trypanblau

[98] Brockmann T, Blanchard V, Heretsch P, Brockmann C, Bertelmann E.
2018. Photochemical degradation of trypan blue. PLOS ONE. 13(4).
Link zu Publikation 6: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0195849

Trypanblau ist als adjuvanter Vitalfarbstoff zur Verbesserung der intraoperati-
ven Handhabung bei Operationen im vorderen Augenabschnitt von
vorrangiger Bedeutung. Fir diesen Zweck wird Trypanblau wé&hrend der
DMEK sowohl an der Empféanger- als auch an der Spender-Endothel-
Descemet-Membran angewendet.®® Hierbei ist die Beurteilung der Biokompa-
tibilitdt von Trypanblau von besonderer Bedeutung, da das humane
Hornhautendothel nicht regenerativ ist und somit durch eine mdogliche
Toxizitdt des Vitalfarbstoffs in Mitleidenschaft gezogen werden kann.
Bisherige in-vitro, in-vivo und ex-vivo Studien haben fur Trypanblau zwei
wesentliche Erkenntnisse fur den intraokularen Einsatz erbracht: Zum einen
unterscheidet sich das Toxizitatsprofil bei der Verwendung im vorderen und
hinteren Augenabschnitt;’> 9. 100 zym anderen wurde eine lichtabhangige
Toxizitat beobachtet.'' Dies lieB die Annahme aufkommen, dass hierbei eine
Wechselwirkung mit Lutein/Zeaxanthin besteht, welches hauptséachlich im
hinteren Augenabschnitt vorkommt.

In dieser Arbeit®® erfolgten in-vitro Experimente zur eingehenden qualitativen
und quantitativen Beurteilung der photochemischen Eigenschaften von
Trypanblau. Zudem wurde die Wechselwirkung zwischen Trypanblau und
Lutein/Zeaxanthin  untersucht. Daflir wurden Farbstofflésungen von
Trypanblau, sowie Lésungsmischungen aus Trypanblau und
Lutein/Zeaxanthin mit Blaulicht bestrahlt und anschlieBend mittels Lichtmikro-
skopie, UV/Vis Spektroskopie, Massenspektrometrie (MALDI-TOF) und
Kernspinresonanz-Spektrometrie vermessen und analysiert. Die Abbaukinetik
wurde auf Grundlage der Absorbanzdnderungen bestimmt, wéahrend
Zwischen- und Abbauprodukte mittels der Differenzen aus den Fragment-

lonen Peaks identifiziert und durch die Zuordnung entsprechender Kernspin-
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resonanz Peaks bestatigt wurden. Auf diese Weise konnte gezeigt werden,
dass es zu einem Lutein/Zeaxanthin-getriggerten photochemischen Abbau
von Trypanblau kommt. Hierbei unterschieden sich die Abbauwege des
Trypanblaus in Abhé&ngigkeit der Anwesenheit von Lutein/Zeaxanthin von
denen der selbstinduzierten Degradierung. Wahrend die selbstinduzierte
Photodegradierung des Trypanblau unter der Bildung von Dimethylsulfat und
der angenommen Bildung von Phenol erfolgte, zeigten sich beim Abbau von
Trypanblau in Wechselwirkung mit Lutein/Zeaxanthin Hinweise auf die
Bildung von Methylhydroxylamin und Sulfonylarin.

Unsere Daten liefern Belege fur den photochemischen Abbau von Trypan-
blau, der durch Lutein/Zeaxanthin getriggert werden kann, und hierbei
zytotoxische Abbauprodukte erzeugt. Damit tragen unsere Ergebnisse zum
eingehenden Verstandnis der Abbaumechanismen des Trypanblaus bei und
kénnen somit frihere klinische und experimentelle Beobachtungen zellularer

Toxizitat nach Anwendung von Trypanblau besser erklaren.
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4 Diskussion

Endotheliale Keratopathien kénnen mittels der ,Descemet Membrane
Endothelial Keratoplasty“ (DMEK) sicher und effektiv behandelt werden.02
Verglichen mit dem traditionellen Verfahren — der perforierenden Keratoplastik
— bestehen die wesentlichen Vorteile der DMEK in einer friheren Visusbesse-
rung, dem Ausbleiben gr6Berer Refraktionsanderungen und einem geringeren
Risiko fur immunologische AbstoBungsreaktionen.5”: 89103

Der langfristige Operationserfolg wird jedoch maBgeblich vom Erhalt der
Hornhauttransparenz bestimmt. In diesem Zusammenhang sind die Adhé&renz
der transplantierten Endothel-Descemet-Membran am Empféngerstroma,®?
der Erhalt der Endothelzellen und das Ausbleiben fibrotischer Umbauprozes-
se von entscheidender Bedeutung.88 104106 |n den zugrundeliegenden
Arbeiten dieser Habilitationsschrift wurden in einem klinisch-experimentellen
Ansatz die Ergebnisse nach DMEK unter Verwendung von Trypanblau
untersucht. Hierfir wurden klinische Daten, histopathologische Befunde und
stoffspezifische Eigenschaften des Trypanblaus analysiert. Die herangezoge-

nen Arbeiten werden im Folgenden eingehend dargestellt und diskutiert:

4.1 Klinische Ergebnisse nach DMEK

Die klinischen Daten, insbesondere der best-korrigierte Visus (BCVA), die
zentrale Hornhautdicke (CCT), die Endothelzelldichte (ECD), sowie das
Auftreten von Transplantat-Ablésungen, sind entscheidende Parameter zur
Beurteilung des Erfolges einer DMEK.

Seit ihrer Erstbeschreibung®® durch Gerrit Melles im Jahr 2006 wird die DMEK
zur Behandlung verschiedenster endothelialer Keratopathien angewandt. Die
wichtigsten Indikationen stellen dabei die Fuchs Endotheldystrophie (FED),
die bullése Keratopathie (BK) und die Endotheldekompensation nach
verausgegangener Keratoplastik dar.’%” In den vorliegenden Arbeiten
(Publikation 1 und 3)86. 8 wurden die klinischen Ergebnisse dieser Indikatio-

nen untersucht.
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Klinische Ergebnisse nach priméarer DMEK in Augen mit FED und BK wurden
in Orginalarbeit 1 an einem Kollektiv von 119 Augen miteinander verglichen.86
Nach 12 Monaten betrug der mittlere BCVA im Gesamtkollektiv 0,14 logMAR
(Dezimalvisus ~ 0,7); und 0,10 logMAR (Dezimalvisus = 0,8) in Augen ohne
Visus-limitierende Komorbiditaten. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich des BCVA, der CCT und der ECD zwischen den
beiden Indikationen, 12 Monaten nach DMEK (entsprechend, p = 0,186; p =
0,181 und p = 0,112). Der Visusanstieg in Augen mit Fuchs’ Endotheldystro-
phie erfolgte allerdings etwas fruher, hier zeigten sich 1 Monat postoperativ
signifikante Unterschiede (p = 0,046), die sich in weiteren postoperativen
Verlauf nivellierten. Daten zum direkten Vergleich klinischer Ergebnisse nach
DMEK bei FED vs. BK sind aktuell limitiert. Unsere Ergebnisse flgen sich
jedoch in die bestehender Literatur ein.*”- 197 In der Arbeit von Javadi et al., zu
Ergebnissen nach DSEK, wurde ein Unterschied des Visusanstiegs bis zu 6
Monate postoperativ beobachtet.108

Der Anteil von Augen mit Transplantat-Abldsung und der Notwendigkeit eines
Folgeeingriffs, bei dem Luft in die Vorderkammer eingegeben wird (,rebubb-
ling’),'%® unterschied sich zwischen den beiden Indikationen in unserem
Kollektiv nicht (FED = 40,6% vs. 38,9%; p = 0,554); jedoch zeigte sich in der
Gruppe mit FED signifikant haufiger die Notwendigkeit eines wiederholten
,srebubblings’ bei erneuten Transplantat-Ablésungen (p = 0,024). Hierauf wird

in 4.2 weiter eingegangen.

Klinische Ergebnisse nach DMEK in Augen mit FED und Transplantatversa-
gen nach lamellarer Keratoplastik (DSEK) wurden in Publikation 3 an einem
Kollektiv von 38 Augen miteinander verglichen.88 Der BCVA erreichte 12
Monate nach priméarer DMEK bei FED mit 0,15 logMAR (Dezimalvisus = 0,7)
einen besseren Visus verglichen zu 0,38 logMAR (Dezimalvisus ~ 0,4) nach
sekundarer DMEK bei Transplantatversagen; hierbei war der Unterschied des
BCVA 1, 3, 6 und 12 Monate postoperativ signifikant (entsprechend, p =
0,016; p = 0,017; p = 0,014 und p = 0,018). Im Gegensatz dazu zeigten sich
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keine Unterschiede hinsichtlich der CCT zwischen den zugrundeliegenden
Pathologien.

Unsere Ergebnisse konnten in vergleichbarer Art in der spateren Veroffentli-
chung von Sorkin et al. bestatigt werden.''® Ebenfalls berichteten Baydoun et
al. in ihrer Arbeit Uber sekunddre DMEK bei Transplantatversagen nach
DMEK von einem reduzierten BCVA im Vergleich zur primdren DMEK.'"
Weller et al. fanden in ihrer Studie Uber sekundare DMEK bei Transplantat-
versagen nach DSEK in einem Nachkontrollzeitraum von 3 Monaten hingegen
keine Unterschiede hinsichtlich des BCVA und der CCT.''2

Einflussfaktoren auf die klinischen Ergebnisse nach primarer DMEK wurden in
Publikation 2 untersucht.®’ Es erfolgte eine Analyse pradiktiver Faktoren in
einem Kollektiv von 108 Augen mit Fuchs Endotheldystrophie. Hierbei wurden
als klinische Endpunkte der BCVA, die CCT und die ECD, 12 Monate nach
DMEK angenommen. Dementsprechend betrug der BCVA 0,11 logMAR
(Dezimalvisus ~ 0,8), die CCT 529 ym und die ECD 1.675 Zellen/mm?, 12
Monate nach primarer DMEK bei FED. Als bedeutsamen Préadiktor fir den
postoperativen Visus und die zentrale Hornhautdicke wurde die préoperative
Hornhautdicke identifiziert (entsprechend, r = 0,299; p = 0,014 und r = 0,507;
p < 0,001). Augen mit einer pradoperativen CCT > 625 ym wiesen auch 12
Monate postoperativ mit 537 ym eine signifikant gréBere CCT auf, als Augen
mit einer praoperativen CCT < 625 ym (499 uym, p < 0,001). AuBerdem
zeigten Augen mit einer préoperativen zentralen Hornhautdicke < 625 pym
einen signifikant besseren BCVA mit 0,05 logMAR (Dezimalvisus = 0,9) als
Augen mit einer préoperativen zentralen Hornhautdicke = 625 ym mit 0,13
logMAR (Dezimalvisus ~ 0,7) (p = 0,002). Erganzend dazu zeigte sich als
prognostischer Parameter flr die Visuserwartung der erreichte BCVA 6
Monate nach DMEK an dem zuerst operierten Auge. In diesem Zusammen-
hang zeigten Patienten an dem zweiten operierten Auge nach DMEK eine
signifikant frihere Visusbesserung, wenn das zuerst operierte Auge 6 Monate
nach DMEK einen BCVA von 0,1 logMAR oder besser (Dezimalvisus > 0,8)

erreichte. Hinsichtlich der zu erwartenden Endothelzelldichte zeigte sich die
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Ausgangs-Endothelzelldichte des Transplantats als wesentlicher Vorhersage-
parameter. Transplantate mit einer Ausgangs-Endothelzelldichte < 2.100
Zellen/mm? waren 12 Monate nach DMEK signifikant haufiger von einem
starken Endothelzellverlust auf < 1.000 Zellen/mm? betroffen (p = 0,020).
Waéhrend sich unsere klinischen Ergebnisse nach DMEK in die bestehende
Literatur einfligen,*”- 197 sind bisherige Daten zu pradiktiven Faktoren nach
DMEK sehr begrenzt. Siggel et al. konnten vergleichbare postoperative
Visusverlaufe zwischen dem ersten und zweiten Auge nach DMEK eines
Patienten beobachten.!'3 Diesen Zusammenhang konnten wir auch in
unseren Daten wiederfinden. Desweiteren beschrieben Schaub et al. die
corneale Densitometrie, bei der die Ruckstreuung des Lichtes von der
Hornhaut wahrend einer Scheimpfluguntersuchung gemessen wird, als
prognostisches Mittel fir den postoperativen BCVA."'* Wahrend in unserer
Studie keine corneale Densitometrie erfolgte, korrelieren diese Messwerte mit
cornealen Umbauprozessen''® und kénnten damit auch im Zusammenhang
mit fibrotischen Veranderungen z.B. aufgrund des persistenden Horn-
hautdodems, und somit der praoperativen Hornhautdicke gesehen werden.

Die dauerhafte Adharenz der transplantierten Endothel-Descemet-Membran
am Empfangerstroma ist fir den Operationserfolg, gemessen an der
Regression des Hornhautédems und dem Visusanstieg, von zentraler
Bedeutung. Vice versa ist das Erkennen und die Behandlung von Transplan-
tat-Ablésung nach DMEK in der postoperativen Nachsorge von besonderer
Relevanz. Die Rate der Transplantat-Abldsungen in Augen mit Fuchs
Endotheldystrophie war in den vorliegenden Studien stabil, sie betrug
entsprechend: 40,6% (Publikation 1),86 38,0% (Publikation 2)8 und 40,0%
(Publikation 3 und 4).88 °0 |In Publikation 4 wurden unterschiedliche Einfluss-
faktoren auf die Rate der Transplantat-Abldsungen in Augen mit Fuchs’
Endotheldystrophie untersucht.®® Nach einer Transplantat-Ablésung erfolgte
der Visusanstieg etwas langsamer. Hier zeigte sich im ersten postoperativen
Monat ein signifikanter Unterschied (p = 0,015), welcher sich im weiteren

postoperativen Verlauf nivellierte. Sechs Monate nach DMEK zeigte sich
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zwischen Augen mit und ohne Transplantat-Ablésung kein Unterschied des
BCVA (entsprechend; 0,19 logMAR vs. 0,21 logMAR, p = 0,611; Dezimalvisus
~ 0,6) und der CCT (entsprechend; 503 ym vs. 512 logMAR, p = 0,550).
Hinsichtlich der Analyse klinischer Parameter auf ihre prognostische
Bedeutung fur das Auftreten einer Transplantat-Ablésung zeigte sich kein
Einfluss des Geschlechts, des Alters, der praoperativen zentralen Hornhaut-
dicke oder des praoperativen Visus.

Aufgrund der Tatsache, dass die Transplantat-Ablésung nach DMEK die
haufigste Komplikation darstellt, wurde dieses Thema auch von anderen
Arbeitsgruppen adressiert. Hierbei wurden im Wesentlichen intra- und
perioperative Gegebenheiten aus Ursache einer Ablésung identifiziert. Somit
zeigte sich eine groBe Descemetorhexis,’'® eine einfache intraoperative
Entfaltung mit zentraler Positionierung des Transplantats (mdglichst von
jungeren Spendern),!17-11° sowie ein postoperativer intraokularer Augendruck
im physiologischen Bereich'2%. 121 als vorteilhaft fir die Senkung des Risikos
einer Transplant-Ablésung. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass eine
kombinierte DMEK mit Katarakt-Operation die Ablésungsrate erhéht,'22
wahrend eine Schwefelhexafluorid (SFe) Gastamponade die Abldésungsrate

reduziert.123 124

4.2 Histopathologie der Endothel-Descemet-Membran

Die pathologisch veréanderten Endothel-Descemet-Membranen (EDM) werden
wahrend der DMEK von der Empfangerhornhaut entfernt. Anhand dieser
EDM koénnen histopathologische Verdnderungen analysiert und mit den
klinischen Daten korreliert werden. Hierbei ist insbesondere die Beschaffen-
heit der einzelnen Schichten der Descemet-Membran und des Endothels von
Interesse. Desweiteren kann mittels Immunohistochemie auch das Vorhan-
densein und die Verteilung von Matrixproteinen untersucht werden.
Dementsprechend wurden in den vorliegenden Studien (Publikationen 1 bis
4)86-88, 90 histologische Befunde der EDM zu den klinischen Ergebnissen, wie

unter 4.1 ausgefuhrt, korreliert.
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In Publikation 1 wurden histomorphologische Befunde der EDM bei FED und
BK analysiert.86 Hierbei zeigte sich an den EDM-Komplexen bei BK eine
signifikante Reduktion der Endothelzelldichte, wahrend die Schichtdicken der
EDM, des ABL und des PNBL keine Unterscheide zeigten. Die immunhisto-
chemische Aufarbeitung der EDM offenbarte den Verlust von Matrixproteinen
(u.a. Fibronekin) bei der FED und eine vermehrte Anfarbung von Zytokeratin
bei der BK. Matrixproteine sind innerhalb der Descemet Membran fir den
Zusammenhalt des Anterior Banded Layers (ABL) zum Posterior Non-Banded
Layer (PNBL) notwendig. Ist diese Verbindung gestort, kann es zu einer
Spaltung innerhalb der Descemet Membran (zwischen ABL und PNBL)
kommen und damit eine unvollstdndige Entfernung der EDM wéahrend der
DMEK begunstigt werden.?° Die vermehrte Expression von Zytokeratin an den
EDM bei der BK liefert Hinweise auf eine potentielle Endotheliale-

Mesenchymale-Transition, meist aufgrund chronischer Entziindungsprozes-

Se_125-127

In Publikation 2 wurden histomorphologische Befunde der EDM bei FED zu
pra- und postoperativen klinischen Parametern, insbesondere dem BCVA, der
CCT, der ECD und dem Auftreten von Transplantat-Ablésungen, korreliert.8”
Hierbei zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der ABL-Dicke und der
praoperativen zentralen Hornhautdicke (r = 0,601; p = 0,023), sowie zwischen
der ABL-Dicke und der Haufigkeit von Transplantat-Ablésungen (r = 0,652; p
= 0,041). Hiermit konnten wir frihere Annahmen, dass morphologische
Veranderungen der EDM Einfluss auf die optimale Transplantat-Adhérenz

bzw. das Risiko einer Transplantat-Ablésung haben, bestatigen.%0 128

In Publikation 3 erfolgten immunhistochemische Untersuchungen an
dekompensierten Hornhautlamellen nach DSEK.8® Hierbei zeigte sich eine
Anreicherung von Martixproteinen (u.a. Fibronektin und Zytokeratin) entlang
der Stroma-zu-Stroma Grenzflache und innerhalb des Hornhautstromas als

Zeichen fibrotischer Umbauprozesse.!?® 130 Im Kontext der klinischen Daten,
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bei denen sich eine signifikante Visusreduktion in der Gruppe mit Transplan-
tat-Dekompensation nach DSEK gegenuber der Vergleichsgruppe mit FED
zeigte, (p = 0,018) kann die Fibrose innerhalb des Strom-zu-Stroma
Interfaces als ursachlich fur die Visusreduktion angenommen werden. Unsere
Schlussfolgerung war daher, dass bei Transplantatdekompensationen eine
sekundare DMEK fruhzeitig erfolgen sollte um dem fibrotischen Umbau

vorwegzukommen.

In Publikation 4 wurden klinisch-pathologische Mechanismen der Transplan-
tat-Ablésung nach DMEK analysiert.®© Hierbei zeigten sich an Descemet-
Membranen von Augen mit spéaterer Transplantat-Ablésung haufiger Risse
des ABL, welche auf ein unvollstédndiges Entfernen des ABL vom Empfanger-
stroma schlieBen lassen. In den EDM-Komplexen dieser Augen war der ABL
verdickt und erschien lichtmikroskopisch aufgelockert. In immunhistologischen
Farbungen zeigte sich ein Verlust der Matrixproteine Fibronektin und
Zytokeratin, insbesondere zwischen dem ABL und dem Posterior Non-
Banded Layer. Daraus konnten wir schlussfolgern, dass eine inkomplette
Entfernung der EDM mit dem Verbleib von ABL-Fragmenten am Empféanger-
stroma ein Hindernis fir die optimale Transplantat-Adhérenz bei der DMEK
darstellt. Diese Annahmen konnten spéter von Mller et al. in histologischen

postmortem Untersuchungen bestatigt werden.128

4.3 Photochemische Eigenschaften von Trypanblau

Die Verwendung von Trypanblau als Adjuvans zur Darstellung der Spender
und Empfanger Descemet-Membran ist seit der Erstbeschreibung durch
Gerrit Melles ein essentieller Bestandteil der DMEK.53 In allen vorliegenden
klinschen Studien (Publikationen 1 — 4)86-88, 90 erfolgte die Praparation des zu
transplatierenden DMEK-flaps von der Spenderhornhaut und die Entfernung
der EDM vom Empféngerstroma nach der Kontrasierung mit Trypanblau.
Aufgrund der Verwendung des Trypanblaus in zwei Prozeduren wé&hrend der

DMEK, insbesondere auch wegen der Anfarbung des EDM-Transplants,
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dessen Endothelzellen mdglichst lange erhalten bleiben soll, ist die
Einschatzung der Toxizitdt des Trypanblaus von besonderer Bedeutung. In
der Literatur wird der gr6Bte Endothelzellverlust dabei innerhalb der ersten
Woche postoperativ beschrieben.®? 131 Als Ursachen hierflr kénnen sowohl
das operative Trauma als auch eine Toxizitdt des Trypanblaus angenommen
werden.17, 132,133 Ays diesem Anlass wurden in den vorliegenden in-vitro
Studien (Publikation 5 und 6)% % die photochemischen Eigenschaften des

Trypanblaus quantitativ und qualitativ analysiert.

In Publikation 5 wurde Trypanblau im Vergleich zu Indocyaningrin und
Brilliantblau G mit Licht einer Wellenldnge von 366 nm bestrahlt. Anschlie-
Bend wurde die Konzentration der Substanzen spektroskopisch ermittelt.%3
Hierbei zeigte sich bei Trypanblau und Brilliantblau G unter den gegebenen
Bedingungen der kurzwelligen Bestrahlung eine stabile Farbstoffkonzentrati-
on, wéahrend sich bei Indocyaningrin eine Photolyse zeigte. Aufgrund der
bereits bekannten Phototoxizitat des Indocyaningriin® 34 135 konnten unsere
Ergebnisse dazu beitragen die Quantitat dieses photodynamischen Abbaus
besser zu beurteilen. Als Konsequenz aus den allgmeinen Erkenntnissen
Uber Indocyaningrin ist die Verwendung dieses Vitalfarbstoffes in der
Ophthalmochirurgie seither zurlickgegangen. Hingegen konnte sich
Trypanblau und Brilliantblau G weiter durchsetzen. Dennoch sind auch bei

Trypanblau mutagene und teratogene Eigenschaften bekannt.®6: 97

In Orginalarbeit 6 erfolgten, aufbauend auf den Erkenntnissen von Publikation
5, weitergehende Analysen zu den photochemischen Eigenschaften von
Trypanblau.®® Der Grundgedanke dieser Untersuchungen lag in der Erkenntis,
dass sich das Toxizitatsprofil von Trypanblau zwischen der Anwendung im
vorderen und hinteren Augenabschnitt unterscheidet.”s 79 83, 84, 99, 100, 136 |n
frGheren in-vivo und in-vitro Versuchen konnte hierbei eine lichtabhangige
Toxizitdt beobachtet werden.®! In der vorliegenden Studie wurde in in-vitro
Experimenten daher unter anderem die Wechselwirkung von Trypanblau mit

Lutein/Zeaxanthin analysiert. Trypanblau-Lésungen und Losungsmischungen

81



Diskussion

aus Trypanblau und Lutein/Zeaxanthin wurden mit Blaulicht bestrahlt und
mittels Lichtmikroskopie, UV/Vis Spektroskopie, Massenspektrometrie und
Kernspinresonanz-Spektrometrie untersucht. Auf diese Weise konnte gezeigt
werden, dass es zu einem Lutein/Zeaxanthin-getriggerten photochemischen
Abbau von Trypanblau kommt. Hierbei unterschieden sich die Abbauwege mit
und ohne Anwesenheit von Lutein/Zeaxanthin. Wahrend die selbstinduzierte
Photodegradierung des Trypanblaus unter der Bildung von Dimethylsulfat und
der angenommen Bildung von Phenol erfolgt, zeigten sich beim Abbau von
Trypanblau in Wechselwirkung mit Lutein/Zeaxanthin Hinweise auf die
Bildung von Methylhydroxylamin und Sulfonylarin.

Sowohl fur Dimethylsulfat, als auch far Methylhydroxylamin ist eine Zytotoxizi-
tat bekannt.'37-139 Sulfonylarin ist ein hoch-reaktiver Metabolit von dem eine
zellulare Toxizitat angenommen wird.'#® Unsere Ergebnisse konnten damit zu
einem besseren Verstandnis der Degradierungsmechanismen von Trypan-
blau beitragen und bisherige Beobachtungen zur Toxizitat besser erklaren.
Als Alternative zu Trypanblau wurde von Siebelmann et al. und Hayashi et al.
die Anwendung von Brilliantblau G wahrend der DMEK klinisch untersucht.#"
142 Die Autoren beobachteten hierbei vergleichbare Kontrastierungseinschaf-
ten, jedoch keinen Vorteil hinsichtlich des initialen postoperativen Endothel-
zellverlustes. Eine bessere Alternative zum Trypanblau steht daher aktuell
noch nicht zur Verfugung.
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5 Zusammenfassung

Die DMEK, als Verfahren der posterioren lamellaren Keratoplastik, hat sich
seit der Erstbeschreibung 2006 fur die Behandlung endothelialer Keratopa-
thien fest etabliert. Die wichtigsten Indikationen stellen hierbei die FED, die
BK und die Transplantatdekompensation nach Keratopastik dar.

Im Vergleich der klinischen Ergebnisse nach DMEK konnten wir fur diese
wichtigsten Indikationen Unterschiede im postoperativen Verlauf herausarbei-
ten. Hierbei zeigten sich vergleichbare Visusergebnisse zwischen FED und
BK, wahrend der Visus bei Transplantatdekompensation nach DSEK, auch 12
Monate postoperativ, reduziert war. In diesem Zusammenhang konnten wir
mittels Immunhistochemie fibrotische Verdnderungen im Stroma-Interface
dekompensierter Hornhduten nach Keratoplastik, die als Ursache des
reduzierten Visus angesehen werden kbnnen, nachweisen.

Desweiteren zeigten sich beim Vergleich zwischen FED und BK unterschied-
liche Muster im Auftreten postoperativer Transplantat-Ablésungen. Bei der
FED kam es haufiger zu wiederholten Abldsungen. Diesbezlglich konnten wir
immunhistochemisch eine Rarefizierung von Matrixproteinen innerhalb der
Descemet-Membran bei der FED beobachten. In weitergehenden Untersu-
chungen zu den Pathomechanismen der Transplantat-Ablésungen nach
DMEK konnten wir zeigen, dass der Verlust von Matrixproteinen mit einer
Auflockerung der Verbindung zwischen den Schichten der Descemet-
Membran (ABL und PNBL) assoziiert war und in Fallen mit Transplantat-
Ablésung haufiger Risse innerhalb der Descemet-Membran beobachtet
wurden. Somit kénnen Reste der Descemet-Membran als Hindernis fur die
adaquate Transplantat-Adhérenz und damit als eine Ursache flir Transplan-
tat-Ablésungen angesehen werden.

Insgesamt konnten wir sehr gute funktionelle Ergebnisse nach DMEK
aufzeigen, sodass eine vollstandige Visuserholung in Augen ohne okuléare
Begleiterkrankungen moglich ist. Zur Beuteilung prognostischer Faktoren der
klinischen Ergebnisse analysierten wir Daten nach priméarer DMEK bei FED.

Als wesentlichen Pradiktor fur den Visus, 12 Monate nach DMEK, konnten wir
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die praoperative zentrale Hornhautdicke identifizieren. Auge mit einer
préaoperativen Hornhautdicke < 625 ym zeigten dabei bessere Visusergebnis-
se, als Augen mit einer praoperativen Hornhautdicke = 625 pym. AuBBerdem
konnte ein friherer Visusanstieg in Augen beobachtet werden, deren zuvor
operiertes Partnernauge bereits 6 Monate nach DMEK eine Sehschérfe von =
0,8 Dezimalvisus erreichte.

Hinsichtlich der Prognose der zu erwartenden postoperativen Endothelzell-
dichte zeigte sich die Ausgangs-Endothelzelldichte des Transplantats als
prognostisch relevant. Dementsprechend zeigte sich haufiger ein Endothel-
zellverlust auf eine Endothelzelldichte < 1.000 Zellen/mm?2 in Fallen, in denen
die Ausgangs-Endothelzelldichte = 2.100 Zellen/mm? betrug.

Im Hinblick auf den initialen Endothelzellverlust nach DMEK untersuchten wir
die photochemischen Eigenschaften von Trypanblau. Hierbei zeigte sich zwar
nur eine geringe Photodynamik des Trypanblau in Abwesenheit von
Antioxidantien, jedoch geben unsere Daten Hinweise auf die Bildung
zytotoxischer Metabolite insbesondere in Wechselwirkung mit Antioxidantien.
Vor diesem Hintergrund kénnen neben dem Operationstrauma am Transplan-
tat die photochemische Degradierung des Trypanblaus als weitere Ursache
fur den initialen Endothelzellverlust wahrend der ersten postoperativen Woche
angesehen werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die DMEK ein sicheres und
effizientes Verfahren der posterioren lamellaren Keratoplastik fir verschiede-
ne endotheliale Keratopathien darstellt. Unsere Arbeiten kénnen in diesem
Zusammenhang dazu beitragen unterschiedliche klinische Verlaufe nach
DMEK zu erkléaren und diese zum Teil auch vorherzusagen.

Aus unserer Sicht bestehen die zukunftigen Herausforderungen zur
Verbesserung der langfristigen Ergebnisse nach DMEK darin fibrotische
Umbauprozesse zu unterbinden und den Endothelzellverlust am Transplantat
zu verringern. Neben der Optimierung des Operationsverfahrens ist hierbei
die Verbesserung pharmakologischen Therapiemdglichkeiten notwendig und

sollte somit auch kinftig im Fokus der wissenschaftlichen Arbeit stehen.
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