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1 Einleitung

1.1 Die Refraktion des Auges

1.1.1 Grundlagen

Das menschliche Auge hat, wie andere Sinnesorgane auch, die Funktion, bestimmte Sinnes-
reize aus der Umwelt aufzunehmen, sie in elektrische Impulse umzuwandeln und diese
schlieBlich an das Gehirn weiterzuleiten. Somit dient es der Verkniipfung von Gehirn und
Aullenwelt.

Da das menschliche Gehirn iiber 80 % aller Informationen auf visuellem Weg aufnimmt, er-
klart sich die besondere Bedeutung des Sinnesorgans Auge fiir den Menschen. Den addquaten
Reiz fiir das menschliche Auge stellt elektromagnetische Strahlung dar, die eine Wellenldnge
von 400 bis 750 nm besitzt.

Der dioptrische Apparat, der sich aus den brechenden Strukturen des Auges zusammensetzt,
ermdglicht es, scharfe und klare Abbilder von Gegenstinden der Aulenwelt auf die Netzhaut
zu projizieren. Zu diesen brechenden Medien zédhlen, wie die Abb. 1-1 zeigt, die Hornhaut
(1), die von Kammerwasser gefiillte Vorderkammer (2), die Linse (3) sowie der dahinter be-
findliche Glaskorper (4).

Abb. 1-1: Strukturen des dioptrischen Apparates
(1: Hornhaut, 2: Vorderkammer, 3: Linse, 4: Glaskorper, 5: Netzhaut)



1 Einleitung

Um zur Netzhaut (5) zu gelangen, miissen die Lichtstrahlen in ithrer Summe diese Medien in
obiger Reihenfolge passieren und werden, in Abhdngigkeit von der Kriimmung und den Bre-
chungsindices der verschiedenen Komponenten, mehrfach gebrochen. Letztere ergeben sich
aus den unterschiedlichen Geschwindigkeiten, die Licht, abhidngig von den Materialeigen-
schaften im jeweiligen Medium, zuriicklegen kann.

Gemil den GesetzmiaBigkeiten der Physik besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der
Brechkraft eines optischen Systems und der Bildweite b, die definiert ist als der Abstand zwi-
schen der Optik und der dahinter befindlichen Projektionsebene, in der ein scharfes Bild eines
Gegenstandes entsteht. Idealerweise befindet sich die Netzhaut, auf der dieses Bild entstehen
soll, genau im Abstand » vom optischen System des Auges entfernt. Eine scharfe Abbildung
und die damit verbundene Eindeutigkeit der Information, die an das Gehirn weitergeleitet
werden kann, setzt also eine zur Brechkraft des dioptrischen Apparates passende Bulbuslédnge
voraus.

Die Relation zwischen beiden Grdfen ist fiir die Leistungsfdhigkeit des Auges entscheidend
und wird als Refraktion bezeichnet.

Ist das Verhéltnis zwischen Brechkraft und Achsenlédnge ausgeglichen, so ist das Auge in der
Lage, eine klare und scharfe Projektion eines Gegenstandes aus der Aulenwelt auf der Netz-
haut abzubilden. Ein solches Auge bezeichnet man als emmetrop oder normalsichtig (Abb.
1-2).

Eine Gesamtbrechkraft von 62 dpt, von der allein rund 43 dpt auf die Hornhaut entfallen, und
ein Abstand zwischen Hornhautscheitel und Fovea centralis von 24,4 mm entsprechen
Durchschnittswerten eines emmetropen Auges. Diese Bedingungen sind allerdings nur bei ei-
ner begrenzten Anzahl von Menschen erfiillt.
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Abb. 1-2: Refraktionszustand der Emmetropie

Fiir alle Anderen gilt, dass die Augen — in Akkommodationsruhe — aufgrund eines ungiinsti-
gen Verhiltnisses zwischen Brechkraft und Lange der optischen Achse keine scharfen Bilder
auf die Retina projizieren konnen. In diesem Fall spricht man von Fehlsichtigkeiten oder
Ametropien, wobei ursdchlich sowohl eine stark von Durchschnittswerten abweichende Ach-
senldnge als auch eine abweichende Brechkraft im Vordergrund stehen kann.

Ametropie ldsst sich weiter untergliedern in Myopie oder Kurzsichtigkeit, Hyperopie oder
Ubersichtigkeit sowie den so genannten Astigmatismus beziehungsweise Stabsichtigkeit.

_2_
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1.1.2 Myopie

Die Myopie ist die Form der Fehlsichtigkeit, bei der der Bulbus und damit die Achsenlénge
des Auges in Relation zur Gesamtbrechkraft zu lang ist. Der Brennpunkt F, in dem sich alle
parallel auf eine Linse treffenden Lichtstrahlen vereinigen, befindet sich deshalb im Glas-
korperraum vor der Netzhaut (Abb. 1-3). Die Abbildung eines fern gelegenen Gegenstandes,
von dem ein solcher paralleler Strahlenverlauf in Richtung der Hornhaut ausgeht, ist unscharf.

Eine Myopie kann sowohl durch eine zu starke Kriimmung der brechenden Medien zustande
kommen (Brechungsmyopie) als auch durch einen im Vergleich zum emmetropen Auge zu
langen Bulbus (Achsenmyopie).

Soll der Brennpunkt zum Zwecke eines scharfen, klaren Bildes auf die Netzhaut verlagert
werden, so miissen zundchst parallele Strahlen in einen divergenten Verlauf gebracht werden.
Dies kann durch eine Zerstreuungslinse erreicht werden.

Abb. 1-3: Refraktionszustand der Myopie

1.1.3 Hyperopie

Im Falle der Hyperopie (Ubersichtigkeit) ist die optische Achse in Bezug zur Brechkraft des
Auges zu kurz. Ursédchlich trennt man auch hier, abhingig davon, ob insbesondere der Bulbus
zu kurz oder die Brechkraft zu gering ist, zwischen einer Achsenhyperopie und einer Bre-
chungshyperopie.

Der Brennpunkt parallel einfallender Lichtstrahlen liegt im hyperopen Auge hinter der Retina
(Abb. 1-4). Daher bedarf es bereits beim Betrachten von in der Ferne gelegenen Gegenstén-
den einer Muskelanstrengung des Ziliarkorpers, mit nachfolgender Entspannung der Zonula-
fasern und Kriimmungszunahme der Linse, um ein scharfes Bild auf der Netzhaut entstehen
zu lassen. Unter dieser kompensatorischen Inanspruchnahme der Akkommodation in der Fer-
ne leidet allerdings die Nahsicht. Der Nahpunkt, definiert als der Punkt mit dem kiirzesten
Abstand zum Auge, der noch gerade scharf auf der Retina abgebildet werden kann, riickt vom
Auge weg. Eine Korrektur kann durch Verstarkung der Brechkraft erfolgen, wie beispielswei-
se durch Sammellinsen (Konvexgléser).
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Abb. 1-4: Refraktionszustand der Hyperopie

1.14 Astigmatismus

Beim Astigmatismus ist die Kriimmung der Hornhaut nicht in allen Meridianen gleich. Die
Hornhautmitte entspricht dann nicht einem Kugelabschitt, sondern vielmehr der Form eines
Fasses, bei dem bekanntlich die Fassreifen stirker gekriimmt sind als die Fassdauben.

Dadurch wird ein Biischel von Lichtstrahlen, die im am stirksten gekriimmten Meridian auf
die Hornhaut treffen, stdrker gebrochen als solche, die im dazu senkrechten Meridian einfal-
len (Abb. 1-5). Ein auf das Auge auftreffendes paralleles Strahlenbiindel wird nicht in einem
Brennpunkt vereinigt. Vielmehr entsteht ein konvergierendes Strahlenbiindel mit zwei Brenn-
linien und einem zwischen ihnen liegenden Kreis kleinster Verwirrung, das so genannte Stur-
msche Konoid (Sturm, 1838). Je nach Abstand der Projektionsfliche wird ein Gegenstands-
punkt daher als Linie oder als Zerstreungskreis abgebildet. Von der in bestimmten Féllen
stabformigen Abbildung eines Punktes leitet sich der Begriff Stabsichtigkeit ab.

Eine Korrektur der Stabsichtigkeit ist durch den Einsatz torischer Linsen erreichbar, die genau
wie das betroffene Auge auch unterschiedliche Kriimmungsradien in zueinander senkrecht
stehenden Meridianen besitzen. Durch die Uberlagerung des stirker gekriimmten Meridians
der Linse mit dem schwicher gekriimmten Meridian des Auges entsteht im stabsichtigen
Auge durch Kompensation des Astigmatismus eine scharfe Abbildung und damit statt zweier
Brennlinien F1 und F2 ein einheitlicher Brennpunkt F.

iy
{ A
A \ ¥
1) F A\
V&R : o
{ I H \ i ~ R
i 7 ‘
(o : ? : Fz
A
RN 7

Abb. 1-5: Refraktionszustand des Astigmatismus
(F1, F2: Brennlinien des Astigmatismus)
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1.2 Anatomischer und funktioneller Aufbau der Hornhaut

Die Hornhaut des Auges hat aufgrund ihres groflen Anteils an der okularen Gesamtbrechkraft
und Threr exponierten oberfldchlichen Lage eine herausragende Stellung als Zielorgan bei der
operativen Korrektur von Fehsichtigkeiten. Zudem steht sie im Mittelpunkt eines neuen, noch
préklinischen Operationskonzeptes, mit dem sich die vorliegende Arbeit beschéftigt.

Dabher soll an dieser Stelle zunichst eine Ubersicht der Hornhautanatomie mit besonderer Be-
rlicksichtigung des makromolekularen Aufbaus ihrer oberflichlichen Anteile gegeben wer-
den.

1.2.1 Allgemeines

Die menschliche Hornhaut ldsst sich in ihrer Topographie oder Kurvatur als Auschnitt einer
Ellipse interpretieren. Dem spitzeren Ende eines Eies gleich ist die korneale Kriimmung im
Regelfall im zentralen Bereich am stirksten und nimmt zur Peripherie hin ab. Die zentrale
oder auch apikale Zone, die ungefdhr einen Durchmesser von 3-4 mm hat, zeichnet sich dabei
durch die stirkste Symmetrie aus. Diese kann am ehesten als sphérisch betrachtet werden und
besitzt einen Kriimmungsradius von ungefahr 7,7 mm. Der tiber der Pupillenéffnung befindli-
che Teil der zentralen Zone, der einen etwas geringeren Durchmesser aufweist, wird durch
seine besondere Bedeutung fiir das zentrale Sehvermdgen auch als funktionelle optische Zone
bezeichnet. Der Gesamtdurchmesser der Hornhaut im Limbusbereich betrdgt horizontal etwa
11,7 mm, vertikal etwa 10,6 mm.

Die Hornhautdicke, deren Messung als Pachymetrie bezeichnet wird, hat in der Mehrzahl der
Augen mit etwa 520 um den geringsten Wert im kornealen Zentrum und steigt zum Limbus
hin auf Werte um 670 um an (Funk et al., 1997, S. 24).

Die Hornhaut besitzt lediglich im limbalen Bereich ein vaskuldres Randschlingennetz und ist
dariiber hinaus frei von Blutgefden. Die Versorgung mit Nihrstoffen wie Glucose erfolgt
deshalb fast ausschlieBlich iiber Diffusion aus dem Kammerwasser (Bock & Maumenee,
1953, S. 282; Thoft et al., 1971a, S. 467; Thoft et al., 1971b, S. 685). Der Sauerstoffbedarf
wird hingegen durch Diffusion in entgegengesetzter Richtung aus dem Trianenfilm gedeckt
(Holden & Mertz, 1984, S. 1161; Holden et al., 1984, S. 476).

Die Kornea verfiigt liber eine dichte Innervation mit cholinergen sensiblen Nervenfasern.
Marklose Dendriten ziehen bis in die Basalmembran hinein. Zum Teil veridsteln sie sich auch
zwischen den Epithelzellen bis nahe an die korneale Oberfliche heran (Klyce & Beuerman,
1988, S. 3). Durch Reaktion auf Schmerz, Druck und Temperaturdnderungen besitzen sie eine
wichtige Schutzfunktion. Daneben iiben korneale Nervenendigungen tiber die Sekretion un-
terschiedlicher Neurotransmitter wie Substanz P und Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) ei-
nen bedeutenden Einfluss auf die epitheliale Schrankenfunktion und die Proliferation von
Epithelzellen aus (Kuwayama & Stone, 1987, S. 1947; Stone & McGlinn, 1988, S. 305;
Baker et al., 1993, S. 137; Nakamura et al., 2003a, S. 839; 2003b, S. 2937).
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1.2.2 Epithel

Die Oberflache der Kornea wird von einem 5- bis 6-schichtigen unverhornten und 40-60 um
dicken Plattenepithel gebildet, das wie alle epithelialen Zellverbdnde mit seiner Basalzell-
schicht unmittelbar einer Basalmembran aufliegt. Die hochprismatischen Basalzellen, die
durch Desmosomen untereinander und durch Hemidesmosomen an ihrer Unterlage fixiert
sind, sorgen durch ihre Teilungsfahigkeit flir die fortlaufende Erneuerung des Zellverbandes.
Neu entstandene Zellen gelangen durch die kontinuierlichen basalen Teilungsvorginge mit
der Zeit als Superfizialzellen an die korneale Oberflache und flachen sich wéhrenddessen im-
mer weiter ab. Die nur noch 0,5 um hohen Zellen werden schlie8lich in den Tranenfilm abge-
schilfert. Die Barrierefunktion des Epithels wird durch zwischen den Superfizialzellen gelege-
ne Tight Junctions gewahrleistet (McLaughlin et al., 1985, S. 951).

Neben der geschilderten vertikalen Dynamik existiert ferner eine horizontale Dynamik im
Epithelzellverband. Durch eine im limbalen Bereich hohere Teilungsrate werden Basalzellen
fortlaufend entlang der Basalmembran von der Hornhautperipherie zur Hornhautmitte, also in
zentripetaler Richtung, vorgeschoben.

Beide Mechanismen bedingen gemeinsam, dass sich ein lokalisierter Epithelschaden mit Ver-
lust der Basalzellen im Rahmen der Wundheilung unter Wiederherstellung eines 5-6 schichti-
gen Zellverbandes wieder schlieBen kann (Thoft & Friend, 1983, S. 1442; McDermott, 1994,
S. 4.1).

1.2.3 Epitheliale Basalmembran

Die der Epithelbasis anliegende und 40-60 nm dicke Basalmembran dient in erster Linie der
mechanischen Verankerung der Epithelzellen an ihrer Unterlage. Daneben scheinen Basal-
membranbestandteile wie das Laminin-V auch einen modulierenden Einfluss auf die Prolife-
ration, Differenzierung und Migration der Epithelzellen zu besitzen (Ebihara et al., 2000, S.
69).

Die Basalmembran setzt sich aus einem Netzwerk verschiedener Matrixproteine und Proteo-
glykane zusammen. Durch charakteristische Verteilung der verschiedenen Bestandteile lésst
sie sich ultrastrukturell noch weiter in eine oberflachliche Lamina lucida und eine tiefe Lami-
na densa unterteilen.

Die Lamina lucida wird unter anderem aus den am Hemidesmosomen-Komplex beteiligten
B4-Integrinen sowie aus Fibronektin und Kalinin aufbaut, wihrend die Lamina densa als
Hauptkomponenten Laminin, Entactin-1/Nidogen-1, Kollagen-1V und Heparansulfat enthélt
(Rousselle et al., 1991, S. 567; Erickson & Couchman, 2000, S. 1291; Citron, 1997, S. 5.3).
Die Synthese der Hauptbestandteile Laminin und Kollagen-1V erfolgt durch die Epithelzellen
(Pulhorn & Thiel, 1973, S. 21; Fujikawa et al., 1984, S. 128; Nishida, 1997, S. 10; Suzuki et
al., 2000, S. 2495).
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1.2.4 Bowman-Membran

Vom kornealen Stroma wird der Epithelverband in der menschlichen Hornhaut durch eine
weitere zellfreie, 8-14 um dicke Schicht getrennt, die als Bowman-Membran (Lamina limi-
tans externa) bezeichnet wird. Sie setzt sich vornehmlich aus zufillig angeordneten heteroty-
pischen Kollagenfibrillen mit einem Durchmesser von 18-22 nm zusammen, die aus Kolla-
gen-1 und Kollagen-V aufgebaut sind (Linsenmayer et al., 1998, S. 231 u. S. 248). Dariiber
hinaus enthilt sie charakteristische Verankerungsfilamente aus Kollagen-VII, welche iiber
Ausstrahlung in die posteriore Lamina densa fiir die Fixierung der Basalmembran und somit
mittelbar auch fiir die des Epithels an der stromalen Unterlage verantwortlich sind (Citron,
1997, S. 5.3).

Eine mikroskopisch eindeutig und scharf vom kornealen Stroma abgrenzbare Bowman-Mem-
bran wie beim Menschen ist nicht bei allen Sdugetierspezies vorhanden, beispielsweise auch
nicht bei der Schweinehornhaut, welche im Rahmen dieser Arbeit als Modell Verwendung
fand (Camber et al., 1987, S. 127; Merindano et al., 2002, S. 133). Nichtsdestotrotz stimmen
humane und porkine Hornhaut insofern iiberein, als auch beim Schwein die geordnete, streng
lamelldre Anordnung der Kollagenfibrillen des Stromas (s. Kap. 1.2.5) im Grenzbereich zwi-
schen Stroma und Basalmembran verloren geht und zudem die charakteristischen Veranke-
rungsfilamente aus Kollagen-VII in diesem Bereich nachweisbar sind.

1.2.5 Korneales Stroma

Das korneale Stroma, auch als Substantia propria bezeichnet, macht 9/10 der Hornhautdicke
aus. Es enthélt wie die Bowman-Membran als Hauptkomponente Kollagenfibrillen, die vor-
nehmlich aus Kollagen-I und -V aufgebaut sind. Daneben kommen auch die Kollagen-Typen
I1, 111, VI und IX in geringerer Menge vor (Linsenmayer et al., 1998, S. 237).

Die stromalen Fibrillen sind mit einem Durchmesser von 24 nm jedoch dicker als jene in der
Bowman-Membran. Sie schlieen sich an der Grenze zwischen Bowman-Membran und Stro-
ma vermehrt zu Biindeln zusammen, um dann im Stroma selbst eine in hochstem Mal3e ge-
ordnete, lamelldre Schichtung einzunehmen (Craig & Parry, 1981, S. 232). Innerhalb einer
solchen Lamelle verlaufen simtliche Kollagenfibrillen parallel, wohingegen sich die benach-
barten Lamellen im Winkel von 90° kreuzen.

Zwischen den Lamellen befinden sich Keratozyten, die iiber lange Zytoplasmaausldufer einen
synzytialen Verbund bilden. Die verbleibenden Zwischenrdume werden von Proteoglykanen
wie Chondroitinsufat und Keratansulfat gefiillt, welche durch zahlreiche Oberfldchenladun-
gen eine hohe Wasserbindungskapazitit und damit Quellfdhigkeit besitzen. Diese ist neben
der regelméBigen Fibrillenanordnung fiir die Transparenz und den Brechungsindex der Horn-
haut verantwortlich (Maurice, 1957, S. 263; Goldman & Benedek, 1967, S. 574; Goldman et
al., 1968, S. 501).
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1.2.6 Endothel und Descemet-Membran

An die Vorderkammer des Auges grenzt die Hornhaut mit dem Endothel, einem einschichti-
gen Verband hexagonaler, sehr stoffwechselaktiver Zellen, welcher in der ca. 10 pm dicken
Descemet-Membran (Lamina limitans interna) eine spezialisierte und besonders breite Basal-
membran besitzt. Das Endothel verfiigt liber eine wesentlich hohere Durchldssigkeit fiir Was-
ser und andere Molekiile als das Epithel. Durch aktive, Energie verbrauchende Pumpmecha-
nismen ist das Endothel auch in der Lage, dem passiven Einstrom entgegengesetzt, Wasser
aus der kornealen Matrix in die Vorderkammer zuriickzupumpen. Der Wassergehalt des Stro-
mas und mit ihm der Brechungsindex der Hornhaut konnen somit in engen Grenzen stabil ge-
halten werden.

Das Endothel ist nach den ersten Lebensmonaten nicht mehr teilungsfihig, weshalb nach
Zelluntergéingen ein weiterhin zusammenhangender Zellverbund nur durch Hypertrophie an-
grenzender intakter Zellen geschehen kann. So sinkt die Zellzahl im Laufe des Lebens von
3500/mm’ bei jungen Erwachsenen auf Werte um 2000/mm’* im hohen Alter. Eine Mindest-
zahl von 400-700 Zellen/mm® ist erforderlich, um einen gleichbleibenden Hydratationszu-
stand zu erhalten und eine Eintriibung durch die Entstehung eines Stromaddems zu verhin-
dern (Svedbergh & Bill, 1972, S. 321; Bourne & Kaufman, 1976, S. 319)

1.3 Nicht operative Korrektur der Fehlsichtigkeit

1.3.1 Historisches

Die ersten Versuche, Fehlsichtigkeiten und insbesondere Myopien wirksam zu therapieren,
reichen in der Menschheitsgeschichte weit zuriick. Im alten China versuchte man zum Bei-
spiel dadurch, dass man im Schlaf Sandsécke auf die geschlossenen Augen legte, eine Abfla-
chung der Hornhaut mit zumindest voriibergehender Reduzierung der Myopie zu erzielen.
Auf einen ebenso mechanischen Effekt zielten viel spéter die Herren Dr. Ball um 1850 und
Charles Tyrrell um 1900 ab.

Ball entwickelte einen Augenbecher, in dem ein auf einer Sprungfeder befestigter kleiner
Holzhammer durch die geschlossenen Augenlider wiederholte kleine Schldge auf die Horn-
haut ausiiben konnte. Der von Tyrrell konstruierte ,, Ideal Sight Restorer funktionierte dhn-
lich, allerdings auf der Basis eines Uberdruckes, der auf die Hornhaut einwirkte (Ferry, 1986,
S. 1246; Bores, 2001b, S. 6). Diese MalBlnahmen waren genauso wenig von dauerhaftem Er-
folg wie andere Konzepte, die auf der Verwendung von auf Kriuterbasis hergestellten Salben
beruhten, welche in der topischen Anwendung die Kurzsichtigkeit reduzieren sollten (Woo &
Wilson, 1990, S. 719). Durchsetzen konnten sich bis heute unter den verschiedenen Ansétzen
zur konservativen Korrektur der Fehlsichtigkeit allein die Brille sowie die Kontaktlinsen.
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1.3.2 Brillenkorrektur

Um das Jahr 1276 wurden in Venedig erstmals Brillengldser zur Korrektur von Refraktions-
fehlern gefertigt. Es ist jedoch weder bekannt, wer der tatsdchliche Erfinder der Brille war,
noch, ob die Européder ihre Kenntnisse den Reiseberichten Marco Polos aus China verdankten
oder die Brille davon unabhingig entwickelten.

Wichtige optische Grundlagen fiir die Entstehung der Brille lieferten die Arbeiten Roger Ba-
cons (1214-1294), die er im Jahre 1267 in einem ,, Opus majus “ und einem ,, Opus minus *“ zu-
sammenfasste. Er entwickelte zum Beispiel bis zum Jahr 1267 ein VergroBerungsglas, beste-
hend aus einer auf der einen Seite planen, auf der anderen Seite konvexen Linse, die als
Lesehilfe mit der flachen Seite unmittelbar auf den zu lesenden Text aufgelegt wurde.

Ab dem Jahre 1300 erreichte die Brille immer groere Bekanntheit. Sie besal3 damals ein Le-
dergestell ohne Biigel und wurde zunichst nur mit konvexen Gldsern zur Behandlung der
Presbyopie gefertigt. In dieser Form wurde die Brille allerdings lange, nicht zuletzt durch ih-
ren hohen Preis, kaum eingesetzt.

Es vergingen weitere 200 Jahre, bis sie als optisches Hilfsmittel wirklich populdr wurde. In
diese Zeit, genauer um 1553, fallen wohl auch die ersten Verschreibungen von Brillen mit
konkaven Gléisern fiir Kurzsichtige durch den Franzosen Hollerius (Hirschberg, 1982). Um
1730 entwarf der Londoner Optiker Edward Scarlett erstmals ein Brillengestell, das statt Le-
derriemen tiiber feste Seitenbiigel verfligte.

Der Einsatz zylindrischer Gléser zur Korrektur des Astigmatismus lie3 aufgrund mangelnder
Kenntnisse tliber die Optik des Auges noch wesentlich ldanger, bis in das 19. Jahrhundert hin-
ein, auf sich warten.

Die Brille stellt nach wie vor die am hiufigsten verwendete Korrekturmethode bei Fehlsich-
tigkeit dar.

1.3.3 Kontaktlinsen

Gegriindet auf die frithen Erkenntnisse Leonardo da Vincis (1608) und René Descartes’
(1637), die sich mit der optischen Wirkung unmittelbar vor das Auge gehaltener sphérisch ge-
kriimmter Glaskorper beschiftigten, formulierte der englische Wissenschaftler Sir John Her-
schel (1829) um das Jahr 1830, dass die Brechkraft eines Auges, an dessen Oberfldche eine
Glaslinse unmittelbar anliegt, nicht mehr linger von der Kriimmung der Hornhaut, sondern
vielmehr vom Kriimmungsradius der applizierten Linse abhédngt.

Die erste praktische Anwendung dieser Erkenntnisse gelang dem Glasbldser und Hersteller
von Kunstaugen, Friedrich Adolf Miiller, im Jahre 1887. Er fertigte eine gldserne Hornhaut-
schale mit Sklerateil flir einen Patienten an, der diese Schale nach weitgehender, neoplastisch
bedingter Zerstorung der Lider eines Auges als protektive Mallnahme tragen sollte. Das Fort-
schreiten einer Keratitis e lagophthalmo konnte auf diese Weise erfolgreich aufgehalten wer-
den. Die Vorldufer der Kontaktlinsen erfiillten somit zundchst mehr einen therapeutischen als
optischen Nutzen.
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Ihre Weiterentwicklung zu Kontaktlinsen fiir vornehmlich refraktive Zwecke ist vor allem
den Herren Eugen Fick (Fick, 1888, S. 279; Fick, 1892, S. 306), August Miiller (Miiller,
1889) und Eugene Kalt (Panas, 1888, S. 400; Pearson, 1989, S. 643) zu verdanken. Letzterer
entwarf erstmalig Kontaktlinsen ohne einen Skleraanteil und gilt daher heute als Erfinder der
modernen Kontaktlinse.

Der entscheidende Schritt zur weit reichenden Einsetzbarkeit und Popularitidt der Kontaktlinse
gelang schlieBlich der Firma R6hm und Haas im Jahre 1936 mit der kommerziellen Fertigung
von Kontaktlinsen aus dem Kunststoff Poly-Methyl-Meth-Acrylat (PMMA), auch als Plexi-
glas bekannt. Von diesem Zeitpunkt an lsten diese formstabilen Linsen die gldsernen Model-
le der Firma Zeiss ab.

Die geringe Sauerstoffdurchlédssigkeit von harten Kontaktlinsen aus Plexiglas stellte sich mit
der Zeit als Nachteil heraus, weshalb in 1970er Jahren neue formstabile Linsendesigns aus
gasdurchldssigen Kunststoffen entwickelt wurden, die als RGP-Kontaktlinsen (Rigid Gas
Permeable) bezeichnet werden.

Erste weiche Kontaktlinsenformen wurden im Laufe der 1960er Jahre, fuBlend auf den Arbei-
ten der tschechischen Chemiker Wichterle und Lim (1960, S. 117) entwickelt. Mit der kom-
merziellen Fertigung solcher Kontaktlinsen aus dem hydrophilen Hydroxy-Ethyl-Meth-
Acrylat (HEMA) begann die Firma Bausch & Lomb im Jahr 1971. Seither wurden diverse an-
dere hydrophile Polymere, die als Hydrogele bezeichnet werden, zur Herstellung weicher
Kontaktlinsen erprobt und genutzt. Dariiber hinaus sind seit Ende der 1990er Jahre auch wei-
che Kontaktlinsen aus Silikon-Hydrogel-Gemischen erhéltlich.

Bei den heute verfiigbaren Kontaktlinsen wird nach wie vor zwischen formstabilen und wei-
chen Formen unterschieden. Durch Verwendung formstabiler, harter Kontaktlinsen kénnen
neben sphirischen Refraktionsfehlern auch regulidre und irregulidre Astigmatismen korrigiert
werden. Sie finden daher auch Verwendung zur visuellen Rehabilitation bei Keratokonus. Fiir
die flexiblen, weichen Kontaktlinsen gilt hingegen, dass ihrem hoheren Tragekomfort ein er-
hohtes Risiko fiir die Entstehung bakterieller Keratitiden gegeniibersteht (Cheng et al., 1999,
S. 181; Bourcier et al., 2003, S. 834).

14 Verfahren der refraktiven Chirurgie

Die refraktive Chirurgie verfolgt das Ziel, die Brechkraft des dioptrischen Apparates operativ
zu beeinflussen und damit Ametropien zu korrigieren. Dabei kdnnen alle Bestandteile der Op-
tik - Hornhaut, Vorderkammer, Linse und Glaskorper - Ziel der chirurgischen MaBnahme
sein. Man verdndert entweder die Brechkraft der optischen Medien (Linse oder Hornhaut)
oder bringt zusitzliche brechende Elemente in das optische System ein, zum Beispiel in das
Hornhautstroma, die Vorderkammer oder die Hinterkammer. Die verschiedenen Mdéglichkei-
ten derartiger Eingriffe sollen im Folgenden dargestellt werden.

—10 -



1 Einleitung

14.1 Refraktive Linsenchirurgie

Die Implantation von Intraokularlinsen stand Pate fiir die gesamte neuere Entwicklung der re-
fraktiven Chirurgie. Sie stellte die erste funktionierende Methode dar, mit der Fehlsichtigkei-
ten auf chirurgischem Wege korrigiert werden konnten. Im Rahmen der Kataraktchirurgie
konnten erstmals in den 1950er Jahren synthetische Linsen erfolgreich in das Augeninnere
implantiert werden (Ridley, 2003, S. 758). Zwar dienten die Operationen primér der Behand-
lung des grauen Stars. Allerdings war es mittels prédoperativer biometrischer Berechnungen
moglich, Kunstlinsen mit addquater Brechkraft auszuwdhlen. Dadurch konnten préoperativ
bestehende Refraktionsfehler, von der Behandlung der Katarakt abgesehen, korrigiert werden.

Hierauf fuBend wurden mit der Zeit Operationsverfahren entwickelt, welche, losgeldst von
der Behandlung des grauen Stars, allein der Korrektur von Fehlsichtigkeiten dienen. Diese
sollen nachfolgend erldutert werden.

14.1.1 Clear Lens Extraction

Die Idee, hochgradige Myopien durch Entfernung der an sich funktionstiichtigen und klaren
Linse zu erreichen, geht weit zuriick auf Uberlegungen von Boerhaave zu Beginn des 18.
Jahrhunderts (1750). Sie wurde allerdings erst zum Ende des 19. Jahrhunderts wieder aufge-
griffen (Fukala, 1890, S. 230).

Hierauf beruht das heutige Verfahren der Clear Lens Extraction (CLE). Die Operationstech-
nik bei der CLE entspricht dem chirurgischen Vorgehen bei der Kataraktextraktion durch
Phakoemulsifikation. Die klare Linse wird unter Erhaltung des Kapselsackes durch Ultra-
schall fragmentiert, emulgiert und anschlieBend aspiriert. Daraufthin wird eine kiinstliche In-
traokularlinse mit addquater Brechkraft intrakapsulér implantiert.

Die Implantation einer Kunstlinse nach der CLE hat sich zur Vermeidung postoperativer
Komplikationen als vorteilhaft erwiesen (Verzella, 1985, S. 65; Schinz & Schutte, 1991, S.
142; Badr et al., 1995, S. 1139; Ramos et al., 2002, S. 206). Daher wird im Falle einer hoch-
gradigen Myopie auch dann eine plane Kunstlinse (von +0,0 dpt) in den Kapselsack implan-
tiert, wenn keine optisch-refraktive Funktion erforderlich ist (Verzella, 1986, S. 347). Sie
tragt dazu bei, den Glaskorper postoperativ in seiner Ursprungsposition zu halten, wodurch
die Inzidenz rhegmatogener Netzhautablosungen, die aufgrund dehnungsbedingter peripherer
Netzhaut-Degenerationen in hochmyopen Augen ohnehin erhoht ist, gesenkt werden kann.

Durch Implantation forischer Intraokularlinsen bietet die CLE auch die Mdoglichkeit, neben
sphirischen Refraktionsfehlern regulidre Astigmatismen zu korrigieren.

1.4.1.2 Phake Intraokularlinsen

Eine weitere Moglichkeit der Refraktionsédnderung durch Linsenchirurgie besteht in der Im-
plantation eines zusétzlichen Linsenelements in die Vorder- oder die Hinterkammer unter Er-
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halt der korpereigenen Linse. Das hat gerade bei jlingeren Patienten gegeniiber der CLE den
Vorteil, dass die Akkommodationsfahigkeit erhalten bleibt.

Verschiedene Modelle von phaken Intraokularlinsen (pIOL) sind entwickelt worden, die sich
beziiglich der Form und beziiglich ihrer Position im Auge unterscheiden.

Eine Variante ist die kammerwinkelgestiitzte Vorderkammerlinse. Sie besitzt zwei Haptiken,
mit denen sie im Kammerwinkel fixiert wird.

Im Rahmen friiher klinischer Anwendungen dieses Linsentyps wurden schwere Komplikatio-
nen beobachtet, wie sekundire Glaukome durch eine Blockade des Kammerwinkels, korneale
Dekompensation durch einen massiven, mechanisch bedingten Endothelzelluntergang sowie
schwere Iridozyklitiden (Baikoff & Colin, 1990, S. 383; Mimouni et al., 1991, S. 277; Perez-
Santonja et al., 1996, S. 183). Durch Verbesserungen des Designs wurden das Auftreten die-
ser schwerwiegenden Komplikationen verringert (Baikoff et al., 1998, S. 282). Pupillenen-
trundungen, anteriore Uveitiden oder ein geringgradiger Endothelzellverlust treten dennoch
gelegentlich postoperativ auf (Kohnen et al., 2005, S. 1003).

Die derzeit am hiufigsten verwendete pIOL-Variante ist die von Worst und Fechner ent-
wickelte, so genannte Iris-Claw-Linse (Worst, 1980, S. 166; Fechner, 1987, S. 26; Fechner,
1991, S. 860), die in die Vorderkammer eingebracht wird. In ihre krebsscherenartigen, unter-
brochenen Haptiken werden Falten der Regenbogenhaut eingeklemmt. Postoperative Endo-
thelzellverluste sind seltener und geringer ausgeprégt als bei Verwendung des kammerwinkel-
gestiitzten Linsentyps (Pop & Payette, 2004, S. 309).

SchlieBlich kommen als weitere Variante auch noch Hinterkammerlinsen (HKL) zum Einsatz,
die epilentikuldr in den Sulcus ciliaris implantiert werden (Zaldivar & Rocha, 1996, S. 107;
Davidorf et al., 1998, S. 306; Zaldivar et al., 1998, S. 294). Bei diesem als ICL (,, Intraocular
Contact Lens ) bezeichneten Linsentyp wird als mogliche Komplikation die frithzeitige Aus-
bildung einer Katarakt beschrieben, die auf den unmittelbaren Kontakt zwischen der HKL
und der dahinter befindlichen Linse zuriickgefiihrt wird (Menezo et al., 2004, S. 317; Chen et
al., 2008a, S. 1181). Diese Komplikation ist allerdings durch Designverbessungen sehr selten
geworden.

1.4.2 Formverindernde Hornhautchirurgie

Die Hornhaut hat aufgrund ihres hohen Anteils an der Gesamtbrechkraft des Auges sowie ih-
rer exponierten Position eine herausragende Bedeutung als Zielorgan refraktiver Eingriffe.

Versuche, die Brechkraft der Hornhaut chirurgisch zu beeinflussen gehen historisch weit zu-
rick. Lans (1898, S. 117) untersuchte bereits am Ende des 19. Jahrhunderts an Kaninchen-
hornhduten den Einfluf gezielter Inzisionen auf die korneale Kriimmung. In den 1940er und
1950er Jahren folgten Versuche von Sato mit radidr verlaufenden Einschnitten in das Horn-
hautstroma (Sato et al., 1953, S. 823), zunichst von der Endothelseite, spéter auch alternie-
rend auf der Epi- und Endothelseite. Es vergingen noch weitere zwei Jahrzehnte, bis Svatys-
lav N. Fyodorov in den 1970er Jahren mit der radidren Keratotomie (RK) das erste Verfahren
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der refraktiven Hornhautchirurgie entwickelte, dass sich breiter Beliebtheit und klinischer An-
wendung erfreute (Fyodorov & Durnev, 1979, S. 1885). Dabei gelang es erstmalig, den de-
formierenden Effekt peripherer, stromaler Inzisionen in Form einer hinreichend steuerbaren
und kalkulierbaren Kriimmungsénderung der Hornhautmitte nutzbar zu machen.

Operationsverfahren wie die RK, bei denen die optisch relevante Kriimmungsdnderung der
Hornhautmitte indirekt durch chirugische Maflnahmen in der Hornhautperipherie erzielt wird,
sollen hier unter dem Begriff der formverdndernden Hornhautchirurgie zusammengefasst
werden. Sie werden im Folgenden aufgezdhlt.

14.2.1 Radiire Keratotomie

Bei der RK nach Fjodorov wird die Hornhaut, unter Freilassung der zentralen optischen Zone,
mit 4-16 radidr verlaufenden und in ihrer Tiefe bis dicht vor die Descemet-Membran reichen-
den Inzisionen versehen. Aufgrund dieser Einschnitte wird die Horhautperipherie im Inzi-
sionsbereich ausgebeult und die Kriimmung des Zentrums flacher, wobei Tiefe und Anzahl
der Einschnitte einen entscheidenden Einfluss auf das refraktive Ergebnis haben (Jester et al.,
1981, S. 153; Salz et al., 1983, S. 655; Haverbeke & Levy, 1990; Raja & Niazi, 2004, S. 361).

Die besten Ergebnisse erzielte man bei der Korrektur von Myopien bis zu —4,0 dpt. Bei hoher-
gradiger Kurzsichtigkeit traten postoperativ hdaufig Unterkorrekturen auf (Waring et al., 1991,
S. 1164).

Die RK stellte lange die am haufigsten praktizierte refraktive Operationsmethode in den west-
lichen Industrienationen dar. Aufgrund ihrer geringeren Genauigkeit verlor sie jedoch, vor al-
lem durch die rasante Entwicklung laserchirurgischer Techniken, in den letzten Jahren stark
an Bedeutung (Duffey & Leaming, 2005, S. 742).

1.4.2.2 Verfahren zur Korrektur der Hyperopie

Eine Methode, an deren Entwicklung Svatyslav N. Fyodorov ebenso mafigeblich beteiligt
war, ist die Laser-Thermo-Keratoplastik (LTK). Sie beruht auf der Applikation kreisformig
angeordneter punktférmiger Verbrennungsherde, die man in der mittleren Peripherie der
Hornhaut mit einem Holmiumlaser setzt. Da sich die Hornhaut im Bereich der peripheren
Herde wihrend der Wundheilung zusammenzieht, kommt es gleichzeitig zu einer peripheren
Abflachung und einer zentralen Aufsteilung der Hornhaut, die man zur Behandlung einer Hy-
peropie nutzen kann (Seiler et al., 1990, S. 335; Neumann et al., 1990, S. 404; Neumann et
al., 1991, S. 830). Verschiedene Untersuchungen wurden beziiglich der giinstigsten Anord-
nung und Anzahl der Laserherde durchgefiihrt, um eine moglichst genaue Hyperopie-Korrek-
tur zu erzielen (Kohnen et al., 1996, S. 427; Kohnen et al., 1997, S. 702). Die Vorhersagbar-
keit und Langzeitstabilitit der refraktiven Ergebnisse nach LTK hat sich jedoch insgesamt als
begrenzt herausgestellt. Eine postoperative Regression war hiufig zu beobachten (Nano &
Muzzin, 1998, S. 751; Vinciguerra et al., 1998, S. 21).
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Auf diesen klinischen Erfahrungen aufbauend entwickelten McDonald und andere (Asbell et
al., 2001, S. 79; McDonald, 2002, S. 1583) die Methode der konduktiven Keratoplastik (CK).
Anstelle von Laserherden werden hier Hitzeherde mit Radiofrequenzwellen in der mittleren
Peripherie der Kornea appliziert. In den bisherigen Langzeitbeobachtungen konnte mit der
CK eine effektive Korrektur leicht- bis mittelgradiger Hyperopien erzielt werden, wobei die
Regressionstendenz geringer zu sein scheint als bei der LTK (McDonald, 2005, S. 512;
Pallikaris et al., 2005, S. 1520).

1.4.2.3 Intrakorneale Ringsegmente (Intacs)

Der Optometrist A.E. Reynolds entwickelte in den spiaten 1970er Jahren erstmals ein ringfor-
miges Element aus PMMA mit dem Ziel, dieses in die Hornhaut einzupflanzen und den Ein-
fluss auf die korneale Kriimmung zu untersuchen. Der Effekt, der nach Implantation eines
solchen Ringes beobachtet werden konnte, war eine Abflachung der zentralen Hornhaut, die
sich proportional zur Dicke des implantierten Rings verhielt. Histologisch konnte gezeigt
werden, dass dies auf einer Volumenverschiebung - einer peripheren Gewebekompression mit

gleichzeitig zentraler Gewebeexpansion - beruht (Fleming et al., 1989, S. 146; Burris et al.,
1991, S. 46; Burris et al., 1993, S. 182).

Aus einem anfianglich zusammenhéngenden 360° umfassenden Ring, der an einer Stelle zum
Einschieben in die Hornhaut unterbrochen war, wurden spéter zwei getrennte Segmente zu je
150° entwickelt, die sich bei gleichem Effekt leichter in die Hornhaut einbringen lassen. Sie
werden als intrakorneale Ringsegmente (ICRS) oder Intacs bezeichnet. In klinischen Studien
konnten bei der Verwendung von Intacs vorhersagbare, stabile Korrekturen von Myopien bis
etwa -4 dpt erzielt werden (Twa et al., 1999, S. 515; Ruckhofer et al., 2000, S. 133; Asbell &
Ucakhan, 2001, S. 1456; Rapuano et al., 2001, S. 1922).

Dariiber hinaus finden Intacs derzeit Verwendung zur Befundstabilisierung bei iatrogenen
Keratektasien nach laserchirurgischen Eingriffen sowie bei Keratokonus (Siganos et al., 2002,
S. 43; Siganos et al., 2003, S. 64; Kymionis et al., 2003, S. 322).

Durch Implantation der Ringsegmente ldsst sich bei diesen Krankheitsbildern eine signifikan-
te Abflachung der Hornhautmitte erreichen. In der Regel geht damit eine Wiederherstellung
der Kontaktlinsen-Toleranz einher, welche fiir die visuelle Rehabilitation bei Keratokonus
von entscheidender Bedeutung ist (Tan et al., 2006, S. 212; Colin & Malet, 2007, S. 69).
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1.4.3 Subtraktive Hornhautchirurgie

Subtraktive Eingriffe an der Hornhaut beruhen auf dem Prinzip, in der Hornhautmitte Teile
des kornealen Stromas gezielt abzutragen und damit unmittelbar die zentralen kornealen
Kriimmungsradien zu modifizieren.

1.4.3.1 Keratomileusis

Bei der urspriinglichen Form der Keratomileusis, die José 1. Barraquer in den 1960er Jahren
entwickelte, wurde mit Hilfe eines Keratoms eine etwa 300 um dicke Hornhautscheibe von
der Kornea abgetrennt. Die Scheibe wurde einem Gefriervorgang unterzogen und dann, unter
Verwendung einer Drehbank, auf der stromalen Seite den refraktiven Erfordernissen entspre-
chend geschliffen und in ihrer Kriimmung verdndert. Das derart modifizierte Lentikel wurde
anschlieBend wieder auf die Hornhaut aufgeniht (Barraquer, 1965, S. 66; Barraquer, 1967, S.
103).

Als Folge des Gefriervorganges waren histologisch Gewebeschiddigungen zu beobachten, zu
denen der Untergang von Epithelzellen und von Keratozyten, sowie die Ausbildung eines
stromalen Odems ziihlten. In nachfolgenden, Monate beanspruchenden Heilungsvorgingen
musste die devitalisierte Matrix des Lentikels wieder von Keratozyten aus dem umgebenden
Stroma bevolkert werden (Hoffman & Harnisch, 1981, S. 243; Jakobiec et al., 1981, S. 1251;
Binder et al., 1982, S. 101). Entsprechend langwierig war auch die visuelle Rehabilitation
(Schanzlin et al., 1983, S. 57; Lee et al., 1985, S. 1210).

Der Gefrierprozess fiihrte dariiber hinaus wegen des hohen Wassergehaltes des Horn-
hautstromas zu einem nur bedingt kalkulierbaren Anschwellen der unbearbeiteten Hornhaut-
scheibe. Ungenauigkeiten bei der refraktiven Bearbeitung auf der Drehbank waren die Folge
(Swinger & Wisnicki, 1985, S. 225).

Krumeich und Swinger entwickelten Anfang der 1980er Jahre mit dem so genannten Bar-
raquer-Krumeich-Swinger-System (BKS) ein Verfahren, bei dem auf ein Gefrieren des Horn-
hautscheibchens verzichtet wurde (Krumeich, 1981, S. 1321; Swinger et al., 1986, S: 17;
Zavala et al., 1987, S. 1125).

Bei dieser Non-Freeze-Technik wurde die herausgeschnittene Hornhautscheibe durch Erzeu-
gung eines Vakuums mit der epithelialen Seite auf einer Fixationsplatte arretiert und mit ei-
nem Keratom auf der stromalen Seite geschnitten. Die Fixationsplatte fungierte hierbei als
Formgeber, indem die Abtragung von kornealer Substanz je nach Kriimmung der verwende-
ten Platte peripher zur Korrektur einer Hyperopie, oder zentral zur Korrektur einer Myopie
erfolgte.

Postoperative Heilungsprozesse sowie die visuelle Rehabilitation lieBen sich auf diese Weise
deutlich beschleunigen. AuBlerdem war die Herstellung des Lentikels technisch einfacher und
beanspruchte deutlich weniger Zeit als die Drehbanktechnik nach Barraquer (Krumeich,
2000, S. 96).
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Dennoch konnte fiir die Non-Freeze-Keratomileusis ebenso wenig wie fiir die Freeze-Technik
eine ausreichende Zuverldssigkeit in klinischen Studien demonstriert werden (Swinger &
Barraquer, 1981, S. 709; Friedlander et al., 1981, S. 716; Swinger & Barker, 1984, S. 785;
Dossi & Bosio, 1987, S. 417). Die Verfahren sind daher nur von historischer Bedeutung.

1.4.3.2 Keratomileusis-in-situ

Ruiz modifizierte die Keratomileusis weiter, indem er die korneale Kriimmung nicht mehr
durch Bearbeitung einer zuvor abgetrennten, oberflachlichen Hornhautscheibe beeinflusste.
Stattdessen vollzog er einen weiteren Keratomschnitt am freiliegenden stromalen Bett, unter
Abtragung einer 50-150 pm diinnen Stromalamelle. Die anfangs entfernte Kappe wurde an-
schlieBend wieder aufgenéht. In dieser Form wurde der Eingriff als Keratomileusis in situ
bezeichnet (Bores, 2001a, S. 365).

Hieraus entstand spéter mit Entwicklung verbesserter, automatischer Keratome die so genann-
te automatisierte lamelldre Keratoplastik (ALK), bei der zu Beginn ein oberflachlicher Flap
erzeugt wird. Er besteht aus einer etwa 150 um dicken Lamelle, die aufgrund der Unvollstin-
digkeit des lamelldren Schnittes noch an einer Seite an der Hornhaut befestigt bleibt. Sie wird
vor Ausfiihrung des zweiten Keratomschnitts voriibergehend zur Seite, und nach erfolgter
stromaler Abtragung wieder zuriick geklappt. Adhdsionskréfte sorgen fiir eine ausreichende
Fixation des Flaps, die eine Naht {iberfliissig macht.

Zwar waren die spdteren in-situ-Verfahren, vor allem die ALK, durch den hoheren Automati-
sierungsgrad technisch leichter durchfiihrbar und fanden deshalb eine breitere Anwendung bei
der Korrektur von mittel- bis hochgradigen Myopien und Hyperopien (Price et al., 1996, S.
29; Manche & Maloney, 1996, S. 1443; Lyle & Jin, 1996, S. 31; Manche et al., 1996, S. 42).
Sie waren jedoch in Threr Zuverldssigkeit den sich rasant entwickelnden laserchirugischen
Verfahren wie der LASIK deutlich unterlegen (Arenas-Archila et al., 1991, S. 424; Lyle &
Jin, 1998, S. 425) und wurden deshalb verlassen.

1.4.4 Excimerlaser-Verfahren

Obwohl es sich auch bei den im Folgenden beschriebenen Verfahren im eigentlichen Sinne
um subtraktive Operationsmethoden handelt, sollen sie aufgrund ihrer dominanten Stellung in
der heutigen refraktiven Chirurgie gesondert behandelt werden.

Excimerlaser-Verfahren stellen in Threr Gesamtheit die bei weitem am haufigsten durchge-
fiihrten refraktiven Operationen zur Korrektur von gering- bis mittelgradigen Fehlsichtigkei-
ten zwischen +3,0 dpt und -8,0 dpt dar (Duffey & Leaming, 2005, S. 742).

Verglichen mit fritheren Verfahren der refraktiven Chirurgie zeichnen sie sich insbesondere
durch die vereinfachte technische Handhabung fiir den Operateur sowie durch die hohe Ge-
nauigkeit der erzielten refraktiven Korrekturen aus.

All diesen Verfahren ist gemeinsam, dass eine Kriimmungsdnderung der Hornhaut mit Hilfe
eines Argon-Fluorid-Excimerlasers erreicht wird.
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Dieser Laser enthilt ein Gasgemisch, in dem Atome des Edelgases Argon und solche des
Halogens Fluor voriibergehend eine sehr instabile chemische Bindung zu Argon-Fluorid ein-
gehen. Bei Zerfall dieser Dimere entstehen sehr energiereiche Lichtquanten mit einer charak-
teristischen Wellenldnge von 193 nm, die von Proteinen absorbiert werden (Puliafito et al.,
1985, S. 741) und dabei kovalente Bindungen zwischen Kohlenstoffatomen lésen. Von Ar-
gon-Fluorid-Photonen getroffen geht korneale Matrix in den gasformigen Zustand iiber und
verdampft. Durch die sehr geringe Eindringtiefe der Photonen von weniger als 1 um ldsst sich
im Rahmen dieser so genannten Photoablation eine fein dosierte Abtragung von kornealer
Matrix erzielen (Bende et al., 1988, S. 148).

Den energiereichen Argon-Fluorid-Dimeren (;, excited dimers ), verdankt der Excimer-Laser
seinen Namen. Je nach klinischer Anwendung an der Hornhautoberfldche, dem subepithelia-
len oder intrastromalen Gewebe unterscheidet man verschiedene Verfahren der Excimerlaser-
Chirurgie.

1.4.4.1 Photorefraktive Keratektomie

Die Photorefraktive Keratektomie (PRK) ist das élteste unter den Excimerlaser-Verfahren
(Munnerlyn et al., 1988, S. 46; Marshall et al., 1988, S. 1411; McDonald et al., 1989, S. 641).

Nach anfénglicher, mechanischer Entfernung des Hornhautepithels werden oberflachlich
Bowman-Membran und stromale Hornhautmatrix durch den Excimerlaser abgetragen. Im An-
schluss bedarf es einiger Tage, bis das Epithel vom Rand her den zentralen Defekt wieder
vollstindig tiberwichst und bedeckt. Eine dhnliche Zeitspanne vergeht auch bis zur Wieder-
herstellung eines brauchbaren Sehvermdgens.

1.4.4.2 Laser-in-situ-Keratomileusis

Die Laser-in-situ-Keratomileusis (LASIK) ist aus der klassischen Keratomileusis und ihren
Weiterentwicklungen, wie der ALK, hervorgegangen. Pallikaris und Burrato gelten als Vor-
reiter ihrer Entwicklung (Pallikaris et al., 1990, S. 463; Buratto et al., 1992, S. 291). Sie stellt
heutzutage die am héufigsten in den USA und in Europa durchgefiihrte refraktive Operations-
methode dar (Duffey & Leaming, 2005, S. 742).

Mithilfe eines Keratoms wird zunéchst eine oberflachliche, als Flap bezeichnete Stroma-La-
melle mit einer Dicke von 120 bis 180 um geschnitten, wobei an einer Seite eine Gewebs-
briicke stehen gelassen wird. Diese wird zur Seite geklappt. Darauthin erfolgt ein Abtrag von
Hornhautgewebe aus dem stromalen Bett durch den Excimerlaser. Bei rein sphirischen Ame-
tropien erfolgt ein sphirisch symmetrischer Abtrag, bei Astigmatismus wird ein torisches Pro-
fil abgetragen.

Der Flap wird anschlieBend zuriickgeklappt. Er ist schon nach wenigen Minuten ausreichend
fixiert, ohne dass eine Naht erforderlich wird. Die Epitheldecke schlieB3t sich nach kurzer Zeit
wieder liber der Schnittkante des Keratoms. Die Haftung des wieder angelegten Flaps auf
dem stromalen Bett ist zunédchst beschriankt auf Adhésionskrifte, die mal3geblich durch die
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Wirkung der kornealen Endothel-Pumpe zustande kommen (Bissen-Miyajima et al., 2004, S.
1989). Spéter bilden sich durch inkomplette Wundheilungsvorgédnge zusitzlich schwache Na-
rbenstrukturen, die in der zentralen Zone eher hypozelluldr, im Randbereich des Flaps dage-
gen hyperzelluldr und fibrotisch sind, und eine eingeschrinkte mechanische Widerstandskraft
besitzen (Schmack et al., 2005, S. 433).

1.44.3  Epi-LASIK

Auch die Epi-LASIK wurde erstmals von Pallikaris beschrieben (Pallikaris et al., 2003, S.
207). Wie bei der LASIK wird zunichst mit einem Keratom ein Flap erzeugt. Aufgrund sei-
ner sehr viel stumpferen, oszillierenden Klinge dringt das hierfiir entwickelte Epikeratom al-
lerdings nicht in das korneale Stroma ein, sondern erzeugt einen Schnitt im Niveau der epithe-
lialen Basal-membran (Herrmann et al., 2008, S. 1761).

Die Ablation der kornealen Matrix durch den Excimerlaser erfolgt wie bei der PRK subepi-
thelial, ebenfalls unter Abtrag des zentralen Anteils der Bowman-Membran. Der epitheliale
Flap wird anschlieBend wieder im stromalen Bett ausgebreitet.

1444 Laserepitheliale Keratomileusis (LASEK)

Die LASEK zihlt, wie die Epi-LASIK und die PRK, zu den oberfldchlichen Ablationsverfah-
ren (Lohmann et al., 2002, S. 26; Camellin, 2003, S. 666).

Anders als bei der Epi-LASIK wird bei der LASEK auf die Verwendung eines Keratoms ver-
zichtet. Stattdessen wird das Epithel mit einem Mikrotrepan zunéchst kreisformig etwa 60 pm
tief inzidiert. Die Trepanation erfolgt in einem Bereich von 280°. Die verbleibenden 80° wer-
den nicht inzidiert und bleiben dhnlich wie bei der LASIK als Scharnier (hinge) tibrig.

Nach lokaler Applikation einer 20%igen Alkoholldsung ldsst sich ein epithelialer Flap abhe-
ben und zur Seite klappen. Nach Abtragung von Bowman und Hornhautstroma mit dem Exci-
merlaser, wird der Epithel-Flap wieder im Stromabett reponiert.
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1.4.5 Additive Hornhautchirurgie

Bei den additiven Hornhautchirurgie wird die Brechkraft der Optik dadurch veridndert, dass
ein zusitzliches Linsenelement in die Kornea eingebracht wird. Dieses so genannte Lentikel
kann entweder nach Durchfiihrung eines oberflachenparallelen, lamellierenden Schnittes in-
trastromal oder epistromal (d.h. subepithelial) positioniert werden.

1.4.5.1 Keratophakie

Das historische Verfahren der Keratophakie geht wie die klassische Keratomileusis (vgl. Kap.
1.4.3.1) auf José 1. Barraquer zuriick (Barraquer, 1966, S. 53; Barraquer, 1972, S. 499).

Mit Hilfe eines Keratoms wurde hier zunéchst eine oberfldchliche Hornhautlamelle entfernt.
Im AnschluBl wurde ein homoplastisches Lentikel auf dem freiliegenden Stroma der Wirts-
hornhaut platziert und die vorher abgetrennte oberflachliche Lamelle wieder dariiber mit Néh-
ten fixiert. Das Implantat lag somit intrastromal und war vollstindig von Wirtshornhaut um-
schlossen. Vor der Implantation erfolgte die Bearbeitung des gefrorenen Spenderlentikels wie
bei der klassischen Keratomileusis auf einer Drehbank (Friedlander et al., 1980, S. 687). In-
dem das Spenderlentikel abweichend von der Keratomileusis auf der epithelialen Seite ge-
schliffen wurde, sollte der Epithelzellenverband des Spenderlentikels vollstindig entfernt und
ein spiteres intrastromales Wachstum desselben ausgeschlossen werden.

Die Keratophakie wurde zur Korrektur hochgradiger Hyperopien, insbesondere zur Anwen-
dung an aphaken Augen entwickelt. Aufgrund des hohen Schwierigkeitsgrades des Eingriffes,
der Monate beanspruchenden visuellen Rehabilition (vgl. Gefrierschiden, Kap. 1.4.3.1)
(Friedlander et al., 1983, S. 365), sowie der geringeren Zuverldssigkeit gegeniiber den Ver-
fahren der intraokularen Linsenchirurgie (Swinger et al., 1987, S. 202) konnte sich die homo-
plastische Keratophakie nicht durchsetzen (Azar, 1979, S. 211; Taylor et al., 1981, S. 1141).

1.4.5.2 Epikeratophakie

Die Epikeratophakie beruht auf einem Konzept von Kaufman und Werblin (Kaufman, 1980,
S. 1; Werblin & Kaufman, 1981, S. 131; Werblin et al., 1981, S. 1957; Werblin & Klyce,
1981, S. 123). Ein homoplastisches Hornhaut-Lentikel wurde nach Abrasio des Epithels — ei-
ner biologischen Kontaktlinse gleich — oberflachlich auf der Bowman-Membran platziert und
fixiert. Als Lentikel diente ein Scheibchen, welches aus Spenderhornhaut gewonnen und auf
der Drehbank in gefrorenem Zustand den refraktiven Erfordernissen entsprechend zugeschlif-
fen wurde. Im Unterschied zur Keratophakie wurde der Spenderlentikel aber nicht individuell
fiir jeden einzelnen Patienten vorbereitet, sondern von der Firma AMO (damals Allergan Me-
dical Optics, Irvine, CA) in bestimmten Dioptrienstdrken industriell gefertigt.

Die Operation setzte sich aus den folgenden Schritten zusammen: Nach Abtragung des Epi-
thels wurde zundchst mit einem Trepan eine 360°-Keratotomie im vorderen Stroma angelegt.
Durch zirkuldre Unterminierung des Stromas vom Einschnitt nach peripher wurde eine ring-
formige Tasche gebildet. In diese wurde der Rand des Lentikels geschoben. Letzteres wurde
schlieBlich mit Néhten fixiert.
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Postoperative Probleme bestanden insbesondere in der Induktion von Astigmatismus und der
langsamen Re-Epithelialisierung der Spenderhornhaut. Letztere wurde unter anderem durch
die trepanationsbedingte Stufe verursacht, welche vom Epithel am Ubergang von der Emp-
fangerhornhaut auf das Spenderlentikel tiberwunden werden musste. Die Operationstechnik
konnte mit der Zeit verfeinert werden (McDonald et al., 1983, S. 668; McDonald et al., 1985,
S. 1417), etwa durch Verwendung fortlaufender Néhte und eine modifizierte, abgeschrigte
Trepanationstechnik.

Um die Traumatisierung des gefrorenen Gewebes bei der Bearbeitung des Spenderlentikels zu
reduzieren, entwickelten Krumeich und Swinger mit der so genannten Lebend-Epikerato-
phakie eine Non-Freeze-Methode. Die voriibergehende Devitalisierung des Lentikelstromas
durch kéltebedingten Untergang von Spender-Keratozyten, welche eine langsame postoperati-
ve Wiederbesiedlung des Epilentikels mit Empfanger-Keratozyten nach sich zieht
(Baumgartner & Binder, 1985, S. 1606; Binder et al., 1985, S. 1357; Yoon et al., 1998, S.
180), konnte somit vermieden werden. Die Dauer bis zur Wiedererlangung eines zufrieden
stellenden Sehvermdogens lieB sich auf diese Weise verkiirzen (Krumeich & Swinger, 1987, S.
397; Zavala et al., 1987, S. 1125; Krumeich & Knuelle, 1990, S. 20).

Von der geringen Invasivitit der Epikeratophakie, bei der die Bowman-Membran und das
korneale Stroma unangetastet bleiben, versprach man sich eine Reversibilitit des Verfahrens.
Diese Hoffnung wurde von einigen Autoren klinisch bestitigt (Greenbaum et al., 2007, S.
1210). Andere beobachteten hingegen nach der operativen Entfernung von Lentikeln persis-
tierende stromale Narben in der Empfinger-Hornhaut (Goodman et al., 1989, S. 295) und An-
derungen der kornealen Kriimmung, die unter anderem auf die oberfldchliche Trepanation zu
Beginn des Eingriffes zurlickgefiihrt wurden (Gilbert et al., 1990, S. 113).

Die Epikeratophakie diente zundchst der Korrektur von hohen (insbesondere einseitigen) Hy-
peropien sowie zur Aphakiekorrektur nach Kataraktoperationen (Morgan et al., 1984, S. 780;
Morgan et al., 1986, S. 423; Kelley et al., 1986, S. 680; Morgan et al., 1988, S. 526). Der An-
wendungsbereich wurde spéter auf die Korrekur von Myopien ausgeweitet. (McDonald et al.,
1987b, S. 375; Schlichtemeier, 1987, S. 84).

Korrekturen mit Freeze- und Non-Freeze-Epikeratophakien erwiesen sich, sowohl bei Hyper-
opien als auch bei Myopien, alles in allem als ungenau (Buratto & Ferrari, 1989, S. 94). Aus-
geprigte Uber- und Unterkorrekturen wurden hiufig beobachtet. Zudem unterlagen die an-
fanglich erzielten Refraktionsdnderungen, vor allem bei der myopen Epikeratophakie, im zeit-
lichen Verlauf einer deutlichen Regression (Woodhams, 1987, S. 343; Grabner, 1991, S. 4).
Es konnte gezeigt werden, dass die Ungenauigkeit und die Instabilitdt der Korrekturen neben
der technischen Schwierigkeit bei der Herstellung der Spender-Lentikel auf postoperative
Umbauvorgédnge zurlickzufiihren waren. Stoffwechselaktive Keratozyten synthetisierten neue
Kollagenfasern (Katakami et al., 1991, S. 1837). Dieses so genannte Remodeling danderte die
Lentikelform und damit seine optischen Eigenschaften.
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Die Epikeratophakie wurde wegen ihrer eingeschrinkten Zuverldssigkeit weitgehend verlas-
sen. Als therapeutische Option bei Aphakie hat sie nur eine untergeordnete Bedeutung er-
langt. Die Verfahren der intraokularen Linsenchirurgie haben sich hier als deutlich genauer
und vorhersagbarer erwiesen (Holladay et al., 1986, S. 539; Baikoff & Joly, 1990, S. 252).
Vor diesem Hintergrund war die zeitlich und technisch viel aufwéndigere Operationstechnik
nicht zu rechtfertigen.

1.4.5.3 Korneale Inlays (alloplastische Keratophakie)

Die geschilderten Schwierigkeiten der refraktiven Chirurgie mit menschlichem Spendermate-
rial haben schon friih zur Suche nach Alternativen mit alloplastischem Material gefiihrt. Zu-
nichst wurde in Anlehnung an die Keratophakie in den 1960er Jahren an der Entwicklung
synthetischer, intrastromaler Implantate, so genannter Inlays, gearbeitet.

Auch wenn es sich hierbei bis heute um einen weitgehend experimentellen Ansatz handelt, so
ist das Interesse an der Entwicklung derartiger Implantate ungebrochen.

Inhalt der Forschung war neben der Suche nach geeigenten Materialien auch die Frage der am
besten geeigneten Postition eines Inlays im kornealen Gefiige. Hier konnten die besten Ergeb-
nisse erzielt werden bei Implantation des Inlays zwischen dem vorderen und mittleren Drittel
im Bezug auf die Gesamtdicke der Hornhaut. Dies zeigten Versuche McCareys an Affenhorn-
hiuten mit postoperativen Beobachtungszeitraumen von bis zu 3 Jahren (McCarey et al.,
1990, S. 1310). Bei Implantation in tiefere Stromaschichten wurden deutliche Regressionen
bis hin zu Protrusionen der hinteren Hornhautlamelle in Richtung der Vorderkammer beob-
achtet (Parks & McCarey, 1991, S. 216).

Auch fiir das Konzept der Epikeratophakie werden gegenwirtig synthetische Materialien auf
Ihre Eignung als Alternative zu humanen Spenderlentikeln hin untersucht. Da die Entwick-
lung einer alloplastischen Variante der Epikeratophakie jedoch Gegenstand dieser Arbeit ist,
soll hieriiber in einem gesonderten Kapitel berichtet werden (vgl. Kap. 1.5). Auf die Anforde-
rung an synthetische Implantate und den aktuellen Stand ihrer Entwicklung soll im Rahmen
der Diskussion (vgl. Kap. 4.2) ausfiihrlich eingegangen werden.

1.4.6 Aktuelle refraktive Verfahren und ihre Anwendungsgebiete

Die folgende Tabelle 1-1 gibt eine zusammenfassende Ubersicht iiber die aktuellen Verfahren
der refraktiven Chirurgie und ihre jeweiligen Anwendungsbereiche, gemil3 den Richtlinien
der Kommission Refraktive Chirurgie (KRC) der Deutschen Ophthalmologischen Gesell-
schaft und des Berufsverbandes der Augenirzte (Stand Mai 2007).
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Tab. 1-1:  Aktuelle Verfahren der refraktiven Chirurgie

Operatives Verfahren Darstellung Anwendungs-/Grenzbereich

Anwendungsbereich:

Myopiekorrektur: bis -6 dpt

Astigmatismus: bis 5 dpt

PRK L1111 Grenzbereich:

S Myopiekorrektur: bis -8 dpt
i N Astigmatismus: bis -6 dpt

4 \ Hyperopie: bis +4 dpt

Anwendungsbereich:
Myopiekorrektur: bis -6 dpt
Astigmatismus: bis 5 dpt
Epi-LASIK /LASEK Grenzbereich:
Myopiekorrektur: bis -8 dpt
Astigmatismus: bis -6 dpt
Hyperopie: bis +4 dpt

Anwendungsbereich:
Myopiekorrektur: bis -8 dpt
Astigmatismus: bis 5 dpt
Hyperopie: bis +3 dpt
LASIK
Grenzbereich:
Myopiekorrektur: bis -10 dpt
Astigmatismus: bis 6 dpt
Hyperopie: bis +4 dpt

Anwendungsgebiet:

Radidre Keratotomie (RK) Keine Angabe v. Seiten d. KRC

Anwendungsbereich:
Hyperopien bis +1,5 dpt
Konduktive Keratoplastik (CK)
Grenzbereich:
Hyperopien bis +2,5 dpt

—22



1 Einleitung

Anwendungsbereich:
Stabilisierung der HH bei
Keratokonus, Keratektasie
Intrakorneale Ringsegmente (Intacs)
Grenzbereich:

Korrektur der niedrigen Myopie

(in Ausnahmefllen)

Anwendungsbereich:

Myopie und Hyperopie bei

Clear Lens Extraction gleichzeitig bestehender Presbyopie
Grenzbereich:
Alleinige Presbyopie

Anwendungsbereich:
Myopie ab -8 dpt
Hyperopie ab +4 dpt
Phake IOL (z.B. Iris-Klammerlinse)
Grenzbereich:
Myopie ab -5 dpt
Hyperopie ab +3 dpt

1.5 Korneale Onlays (alloplastische Epikeratophakie)

1.5.1 Ein neues Konzept

Die Implantation kornealer Onlays ist ein neues, derzeit noch experimentelles refraktives
Operationskonzept, mit dem sich die vorliegende Arbeit speziell beschiftigt. Es handelt sich
hierbei um einen additiven Ansatz, bei dem ein synthetisches Lentikel, das Onlay, zwischen
Epithel und Bowman-Membran in die Hornhaut eingebracht wird. Hierdurch dndert sich die
Kriimmung der Hornhautoberfliche und damit ihre Brechkraft. Auf ein Lamellieren des Stro-
mas und auf eine Abtragung von kornealer Substanz kann verzichtet werden.

Das Verfahren ist eine Weiterentwicklung der Epikeratophakie, wobei das Onlay nicht aus
menschlicher Spenderhornhaut sondern aus einem synthetischen Material besteht. In Anleh-
nung an die gingige Nomenklatur der refraktiven Hornhautchirurgie soll der neue Ansatz da-
her nachfolgend als alloplastische Epikeratophakie bezeichnet werden.
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Das Operationskonzept zeichnet sich durch eine geringe Invasivitit aus. Das regenerationsfa-
hige Epithel und seine basalen Anheftungskomplexe sind die einzigen Strukturen, die metho-
disch bedingt, wahrend der Operation in einem gewissen Umfang geschidigt werden. Die tie-
feren kornealen Anteile, die Bowman-Membran und das Hornhautstroma, bleiben hingegen
unangetastet.

1.5.2 Verzicht auf korneales Spendermaterial

Die refraktive Genauigkeit der klassischen Epikeratophakie war unbefriedigend. Dies lag zum
Grofteil an den Schwierigkeiten bei der Herstellung und Verwendung homoplastischer Lenti-
kel. Gleiches galt fiir die historischen Verfahren der (autologen) Keratomileusis und der (ho-
mologen) Keratophakie.

Die Herstellung von Lentikeln aus menschlicher Hornhaut hatte sich als technisch schwierig
erwiesen. Dies galt gleichermaflen fiir die Freeze- und Non-Freeze-Techniken (vgl. Kap.
1.4.3.1 und 1.4.5.2). Verschiedene Fertigungsfaktoren trugen zur Ungenauigkeit der Korrek-
tur bei. Bei den Freeze-Verfahren war dies das schlecht vorhersehbare Ausmal3 der Schwel-
lung des Spendermaterials vor dem Schneiden des Lentikels. Die mangelnde Schnittpridzision
bewirkte bei Freeze- und Non-Freeze-Techniken hiufig einen irreguldren Astigmatismus.

Grundsatzlich lieBe sich die Herstellung homoplastischer Lentikel verbessern. Verwendet
man statt Drehbank bzw. Keratom einen Excimerlaser, kdnnen aus nativem, ungefrorenem
Spendermaterial prizisere, reproduzierbare Donorlentikel hergestellt werden (Altmann et al.,
1991, S. 377; Biowski et al., 2000, S. 23; Homolka et al., 1999, S. 1169). Dennoch bleiben
auch solche homoplastischen Epilentikel, die zum Zeitpunkt der Implantion iiber die ge-
wiinschte Kurvatur und Dicke verfiigen, dauerhaft anfillig gegeniiber der Wirkung von Pro-
teasen, die von stoffwechselaktiven Keratozyten bzw. Keratoblasten der Empfangerhornhaut
synthetisiert werden. Eine dauerhafte Biostabilitit, die die Voraussetzung fiir Formkostanz
und gleich bleibende refraktive Eigenschaften ist, kann daher nicht sicher gewéhrleistet wer-
den.

Auch praktische Erwidgungen stehen der Fertigung von homoplastischen Epilentikeln im
Wege. Spender-Hornhdute sind grundsitzlich nur begrenzt verfiigbar. Fiir die Verfahren der
refraktiven Hornhautchirurgie gilt dies aufgrund ihres elektiven Charakters in noch stirkerem
Malfe als fiir dringende, therapeutische Indikationen perforierender oder lamellierender Horn-
hautverpflanzungen. Davon abgesehen besteht auch ein Problem in der kommerziellen Nut-
zung von menschlichem Spendermaterial. Die Herstellung von homoplastischen Epilentikeln
wurde nicht zuletzt deshalb verlassen, weil ein ,,Handel mit Leichenteilen” aus ethischen
Griinden nicht zuldssig und mit der lediglich erzielbaren Unkostenerstattung ein wirtschaftli-
cher Nutzen fiir den Hersteller, in diesem Fall fiir die Firma AMO, nicht erzielbar war.

Nicht zuletzt birgt die Verwendung von homoplastischem Spendermaterial auch immer ein
gewisses — wenn auch geringes — Risiko fiir die Ubertragung von Infektionserregern. In die-
sem Zusammenhang ist in neuerer Zeit etwa das Risiko diskutiert worden, auf dem Wege der
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Hornhauttransplantation Prion-Erkrankungen zu tlibertragen (Hogan et al., 1999, S. 2; Maddox
et al., 2008, S. 851).

Trotz dieser Nachteile hatte die Epikeratophakie aber auch die unschitzbaren Vorteile der ge-
ringen Invasivitit und der Reversibilitidt. Daher besteht die Hoffnung, dass sich durch Ver-
wendung von Onlays aus geeigneten synthetischen oder biosynthetischen Materialien die Pro-
bleme des menschlichen Spendermaterials iberwinden und die Vorteile der Epikeratophakie
mit besseren und préiziseren Ergebnissen nutzen lassen konnten.

1.6 Positionierung und Befestigung kornealer Onlays

1.6.1 Bisherige Konzepte zur Befestigung

Bei der Entwicklung eines Verfahrens zur Implantation kornealer Onlays stellt die dauerhafte,
zentrierte Befestigung des Lentikels oberhalb der Bowman-Membran eine besondere Heraus-
forderung dar. Sie ist Grundvoraussetzung fiir den Erfolg der Operationstechnik. Grundsétz-
lich sind verschiedene Ansitze denkbar, um das Ziel einer stabilen und dennoch reversiblen
Fixierung zu erreichen.

Die Befestigung eines Onlays konnte zum Beispiel durch Nihte vermittelt werden. Die mei-
sten synthetischen Materialien, aus denen korneale Onlays gefertigt werden konnen, lassen
keine ausreichende Festigkeit gegeniiber Nadel und Nahtmaterial erkennen (Thompson &
Daniel, 1997, S. 2233). Selbst bei hoherer ReiBfestigkeit besteht die Gefahr, dass durch zirku-
lar ungleichméBige Verteilung der Nahtspannung ein Astigmatismus induziert wird (van Rij
& Waring, 1984, S. 773). Ein Verzicht auf Nihte erscheint daher vorteilhaft.

Albinet (1990, S. 109) beschrieb ein der klassischen Epikeratophakie nach Werblin und Kauf-
man dhnelndes Verfahren, das auf Niahte verzichtet. Er erzeugte eine zirkuldre Keratotomie
mit einem Trepan, unterminierte von hier aus nach peripher mit einem Skalpell und platzierte
den Rand eines synthetischen Lentikels in dieser Tasche.

Bei diesem Vorgehen werden Bowman-Membran und Stroma in der mittleren Peripherie der
Hornhaut durch Trepan und Skalpell traumatisiert. Das Einschneiden in das Stroma selbst, so-
wie auch die resultierenden Wundheilungsvorgénge, konnen die Kriimmung der Hornhaut
und damit das refraktive Ergebnis in kaum kalkulierbarer Weise beeinflussen (vgl. Kap.
4.3.1). Dieses Vorgehen kann die Hornhaut dauerhaft deformieren, was das refraktive Ergeb-
nis unsicher macht und der Idee einer vollstindig reversiblen Operation widerspricht.

Eine andere Mdglichkeit, korneale Onlays zu fixieren, besteht in der Verwendung von biolo-
gischen oder synthetischen Klebstoffen. Entscheidend dabei ist, dass solche Klebstoffe trans-
parent sein, und, wie das Onlay selbst, einen ausreichenden Nihrstofftransport zum Epithel
hin ermdglichen miissen. Sie miissen eine ausreichende Fixierung des Onlays auf der
Bowman-Membran gewdhrleisten. Dies gilt vor allem so lange, wie das Onlay noch nicht
vom Epithel der Wirtshornhaut iberwachsen worden ist. Gleichzeitig darf die Adhésion des
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Lentikels nicht zu fest sein, um eine spatere Entfernung zu ermdglichen und damit die Rever-
sibilitit des refraktiven Eingriffes sicherzustellen.

Verschiedene Klebstoffe sind auf ihre Eignung bei der Fixierung kornealer Epikeratophakie-
Lentikel untersucht worden (Robin et al., 1988, S: 973; Brittain et al., 1989, S. 56; Rostron,
1990, S. 384; Rostron et al., 1988, S. 1103) und konnten teilweise im experimentellen Rah-
men eine zufriedenstellende Adhésion vermitteln. Hierzu zéhlen unter anderem Fibrin-Kleber,
die zuletzt auch erfolgreich als Nahtersatz bei vorderen lamelldren Hornhauttransplantationen
eingesetzt worden sind (Kaufman et al., 2003, S. 2168; Ibrahim-Elzembely et al., 2003, S.
735; Kang et al., 2005, S. 1208; Duarte & Kim, 2007, S. 1127). Als besondere Hiirde hat sich
die Re-Epithelialisierung geklebter Lentikel erwiesen. Diese bleibt hiufig aus, moglicherwei-
se bedingt durch eine epitheltoxische Wirkung der Klebstoffe oder durch mangelnde Fixie-
rung der Lentikelrdnder auf der Unterlage (Thompson & Daniel, 1997, S. 2233).

1.6.2 Herstellung einer subepithelialen Tasche

Die zuvor beschriebenen Ansétze zur Positionierung und Fixierung kornealer Onlays gleichen
sich darin, dass jeweils vor dem eigentlichen Implantationsvorgang das Hornhautepithel abge-
tragen wird. Dies ist als unvorteilhaft anzusehen, da das korneale Epithel spédter - nach erfolg-
ter Re-Epithelialisierung — die Vorderfliche des Onlays als duflere Begrenzung umschlief3t,
und somit selbst zur Fixierung des Implantates beitragen kann.

Aus dieser Uberlegung heraus entstand die Idee (Lohmann, pers. Mitt.), das Epithel nicht zu
entfernen, sondern stattdessen eine zu einer Seite offene, subepitheliale Tasche zu erzeugen.
Uber deren schlitzformige Offnung lieBe sich ein Onlay einfiihren, das moglichst ohne weite-
re FixierungsmaBBnahmen dauerhaft stabilen Halt fande.

Die Bowman-Membran wiirde den Boden der fertigen Tasche bilden. Sie sollte bei Erzeu-
gung der Tasche zur Verhinderung irreversibler, narbiger Umbauvorgénge unversehrt bleiben.
Nach auflen wire das implantierte Onlay von einem - bis auf den schlitzférmigen Zugang -
geschlossenen Epithelzellverband bedeckt. Die schlitzformige Offnung sollte sich aufgrund
der epithelialen Regenerationsfiahigkeit innerhalb kurzer Zeit schlieBen.

Sollte zu einem spéteren Zeitpunkt ein Bedarf bestehen, das Onlay zu entfernen oder auszu-
tauschen, bestiinde die Moglichkeit, das korneale Epithel erst zu abradieren. Das freiliegende
Onlay, das weder mit Ndhten noch mit einem Klebstoff zusitzlich fixiert ist, konnte anschlie-
Bend entfernt werden, ohne Schéden an der stromalen Unterlage zu hinterlassen. Nach erfolg-
ter Reepithelialisierung sollte es moglich sein, erneut eine Tasche zu erzeugen und in diese
ein Onlay einzusetzen. Der Eingriff wire somit reversibel und wiederholbar.

Eine solche subepitheliale Tasche konnte grundsétzlich durch ein handgehaltenes lamellieren-
des Instrument (Spatel, Messer) angelegt werden. GroB3ere Prazision wire von einem motor-
getriebenen lamellierenden Keratom zu erwarten.
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1.7 Entwicklung eines Keratoms: das Pocket-Delaminator-System

Nach Angaben von Lohmann (pers. Mitt.) sollte daher ein neuartiges Motor-Keratom ent-
wickelt werden. Dieses Keratom hat die Aufgabe, eine unmittelbar iiber der Bowman-Mem-
bran gelegene, subepitheliale, lediglich zu einer Seite offene Tasche zu erzeugen, die nachfol-
gend Platz und ausreichende Stabilitét fiir die Implantation eines synthetischen Lentikels
bietet.

Der Schneidevorgang mit dem Keratom sollte dabei in der folgenden Weise ablaufen: Beim
Auftreffen auf die Hornhautoberflache schneidet die Keratomklinge das Epithel schlitzformig
ein. Die oszillierende Klinge des Keratoms schiebt sich in Hohe der epithelialen Basalmem-
bran lamellierend, also oberflichenparallel, vor. Nachdem das zentrale Epithel in einem
8 x 8 mm groBen Bereich unterminiert und von seiner Unterlage abgeschert worden ist, glei-
tet die Keratomklinge wieder zuriick und verldsst die Tasche iiber den schlitzformigen
Zugang.

Ein solches Keratom wurde als Pocket-Delaminator-System (PDS) von der Firma Gebauer
Medizintechnik (Neuhausen, Deutschland) in Zusammenarbeit mit Lohmann entwickelt. Das
PDS besitzt eine Stahlklinge, die wesentlich stumpfer ist als Klingen, die in Mikrokeratomen
fiir die LASIK Verwendung finden. Bei letzteren ist — wie beim Hobel des Schreiners — die
Eindringtiefe des Messers durch den fixierten Abstand zwischen einer dem Epithel aufliegen-
den FuBplatte und der Schnittkante der durch das Stroma gleitenden Klinge definiert.

Das PDS soll hingegen mit seiner Klinge das Epithel von der Bowman-Membran abscheren.
Die geringe Schirfe der Klinge soll ein Vordringen in das Kollagenfasergeflecht von
Bowman-Membran und Stroma verhindern. Darin &hnelt das PDS den so genannten Epi-Ke-
ratomen, die bei der Epi-Lasik (vgl. Kap. 1.4.4.3) Verwendung finden.

Die elektrisch gesteuerte Bewegung der PDS-Klinge gegeniiber der Hornhaut wird {iber einen
Schneidekopf und einen Saugring vermittelt. Letzterer wird vor dem Eingriff iiber dem Auge
zentriert und unter Erzeugung eines Unterdruckes an demselben fixiert. Entlang schienenarti-
ger Filihrungselemente an seiner Oberseite gleitet der Schneidekopf des PDS mitsamt der
Klinge nachfolgend schlittenartig vor und zuriick. Wéahrend dieses longitudinalen Vorgleitens
vollfiihrt die Klinge zusétzlich Oszillationen in transversaler Richtung, was durch ihre beweg-
liche Aufhidngung am Schneidekopf ermoglicht wird. Eine genauere Darstellung des Aufbaus
und der Funktionsweise des PDS soll im Kapitel 2.1 folgen.

1.8 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit war es, das PDS, ein neuartiges Keratom fiir die refraktive Chirurgie, im
praklinischen Modell an enukleierten Schweineaugen sowie an humanen Kadaveraugen ein-
zusetzen, und anschlieend das Schnittergebnis mit histologischen und immunhistochemi-
schen Methoden niher zu untersuchen.

_27—



1 Einleitung

Die Versuche sollten Antworten zu der Frage liefern, ob sich mit dem PDS eine subepitheliale
Tasche in der Hornhaut erzeugen lésst, welche spiter der Aufthahme kornealer Onlays dienen
kann. Es sollte analysiert werden, in welcher Tiefe der Keratomschnitt in der Hornhaut ver-
lauft, und ob diese Schnitt-Tiefe tiber die gesamte Verlaufsstrecke hinweg konstant bleibt.
Wichtig war hierbei insbesondere die Frage, ob die Keratomklinge die Bowman-Membran
durchtrennt, und dadurch das Stroma verletzt wird.

—28 —



2 Material und Methoden

In dieser Arbeit sollten die Lage und die Qualitdt von Schnitten eines neuen Keratoms, des
Pocket-Delaminator-Systems (PDS, Firma Gebauer Medizintechnik GmbH, Neuhausen,
Deutschland) untersucht werden. Hierzu wurde das Gerdt an zwei préaklinischen Modellen,
zum einen an enukleierten menschlichen Kadaveraugen, zum anderen an enukleierten
Schweine-Augen erprobt. Nach Anwendung des PDS wurden die Hornhéute fiir die licht- und
elektronenmikroskopische Beurteilung aufbereitet.

Um die Aussagekraft der lichtmikroskopischen Untersuchungen beziiglich der exakten Tiefe
der Keratomschnitte zu steigern, wurden zusitzlich zur Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) al-
ler Préparate zwei verschiedene immunhistochemische Markierungen an ausgewihlten Horn-
hduten vorgenommen. Hierbei handelte es sich um eine spezifische Anfarbung der Proteine
Laminin und Kollagen-VII, die zusammen mit weiteren Bausteinen die extrazellulire Matrix
der oberen Hornhautschichten formen. Diese Matrixbestandteile sind in charakteristischer
Weise in der Basalmembran (Laminin) beziehungsweise der darunter liegenden Bowman-
Membran (Kollagen-VII) verteilt.

Die Lokalisation der Markierungen von Laminin und Kollagen-VII in Relation zum jeweili-
gen Keratomschnitt sollte dazu genutzt werden, um dessen Lage bzw. dessen Verlauf genauer
bestimmen zu kdnnen.

2.1 Das Pocket-Delaminator-System - Aufbau und Funktionsweise

Bei dem von der Firma Gebauer Medizintechnik (Neuhausen, Deutschland) in Zusammenar-
beit mit Lohmann entwickelten Pocket-Delaminator-System (PDS) handelt sich um ein mo-
torgesteuertes Keratom.

Die Abbildung 2-1 gibt eine Ubersicht iiber seinen technischen Aufbau. Zu den Grundbautei-
len zdhlen ein Gehiduse (A), welches das Antriebsaggregat beherbergt. Mit dem Gehéuse ist
der Schneidekopf (B) fest verbunden. Er verfiigt {iber longitudinal angeordnete schienenartige
Fiihrungselemente, welche mit der korrespondierenden Fiihrungsbahn eines Saugringes (C)
ineinander greifen. Dieser Aufbau ermoglicht in Verbindung mit der Vakuum-vermittelten Fi-
xierung des Saugringes am Bulbus ein Vorwiértsgleiten (Abb. 2-1, Pfeil) und Riickwirtsglei-
ten des Schneidekopfes in Relation zum Saugring und damit auch zur Hornhautoberfliche.

Eine Aussparung im Schneidekopf (B) nimmt den Klingenhalter (D) auf. Die beiden letzt-
genannten bilden dabei eine gelenkige Verbindung, die transversal oszillierende Bewegung
des Klingenhalters gegeniiber dem Schneidekopf erlaubt. Der Keratomschnitt selbst wird von
einer Stahlklinge erzeugt, welche mit dem Klingenhalter eine feste Einheit bildet.
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Abb. 2-1: Grundaufbau des PDS (A: Gehduse, B: Schneidekopf,
C: Saugring, D: Klingenhalter, Pfeil: Richtung des Vorschubes)

2.1.1 Gehiuse mit Antriebsaggregat

Das Gehéduse des PDS enthilt das Antriebsaggregat, welches sich aus zwei getrennten Moto-
ren zusammensetzt. Einer der Motoren kontrolliert die longitudinale Vorwirtsbewegung der
Klinge (Abb. 2-2, E), entsprechend der Richtung des Pfeiles in Abb. 2-1. Er kann demnach
als Vorschubmotor bezeichnet werden. Der zweite Motor vermittelt hingegen transverse, os-
zillierende Bewegungen der Untereinheit aus Klingenhalter (Abb. 2-2, D) und Klinge in Rela-
tion zur longitudinalen Achse und soll nachfolgend als Oszillationsmotor bezeichnet werden.

Abb. 2-2: Ansicht des PDS von unten (A: Gehduse, B: Schneidekopf, C: Saugring,
D: Klingenhalter, E: Klinge, 1: Kabel des Oszillationsmotors, 2: Kabel des Vorschubmo-
tors, 3: Metallband, 4: Fixation des Metallbandes am Saugring, 5: Fixation des Metall-
bandes am Vorschubmotor)
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Wihrend des eigentlichen Keratomschnittes, bei dem die Klinge vorgleitet, sind beide Moto-
ren aktiv. Das nachfolgende Zuriickgleiten der Klinge in die Primérposition wird allein vom
Vorschubmotor geleistet. Beide Motoren verfiigen jeweils iiber ein separates Kabel (1, 2).

An der Unterseite des Gehduses befindet sich ein Metallband (3), das an den Vorschubmotor
gekoppelt (5) und gleichzeitig an seinem distalen Ende am Saugring (4) fixiert ist. Damit
dient es dazu, die Motorarbeit in eine Gleitbewegung der Einheit aus Gehause, Schneidekopf,
Klingenhalter und Klinge (A, B, D und E) gegeniiber dem Saugring (C), beziechungsweise
entlang des Saugringes, zu iibersetzen.

2.1.2 Schneidekopf

Der aus Metall gefertigte Schneidekopf (Abb. 2-3, B) wird iiber einen VerschluBmechanismus
(6) reversibel am Gehduse fixiert, wobei diese Befestigung starr und nicht gelenkig ist. An
seinen seitlichen AuBlenwénden nahe der Unterkante besitzt der Schneidekopf langs orientier-
te, schienenartige Fiihrungselemente (7), die mit korrespondierenden longitudinalen Ausspa-
rungen an der Innenseite des Saugringes (8) ineinander greifen. Gemeinsam bilden diese Fiih-
rungselemente eine Schnittfithrungsbahn, die eine longitudinale Gleitbewegung des
Schneidekopfes gegeniiber dem Saugring zulésst, aber gleichzeitig eine transversale oder al-
titudinale Verkippung verhindern soll.

Abb. 2-3: Schneidekopf und Saugring des PDS (B: Schneidekopf, C: Saugring, D: Klin-
genhalter, E: Klinge, 6: VerschluBmechanismus zur Fixierung am Gehéuse, 7: Fithrungs-
elemente am Schneidekopf, 8: korrespondierende Fiihrungselemente am Saugring, 9: Va-
kuum-Konnektor)

Der Schneidekopf weist eine transversale Aussparung (Abb. 2-4, 10) auf, welche der Aufnah-
me des Klingenhalters (D) dient.

An der der Hornhaut zugewandten Unterseite ist in den Schneidekopf ein Applanator (11) in-
tegriert, welcher aus einer horizontal ausgerichteten Platte besteht. Er ist im betriebsbereiten
PDS - nach Einrasten des Klingenhalters mit der Klinge am Schneidekopf (Abb. 2-4, rechts) -
in einem Abstand von 190 um von der Schnittkante der Klinge entfernt und ihr gegeniiber et-
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was nach vorne versetzt. Beim Vorgleiten des Schneidekopfes soll der Applanator somit be-
reits vor der Keratomklinge auf die Hornhaut treffen, diese iiber eine Breite von 9 mm gleich-
méssig abflachen, und somit die korneale Kriimmung im Wirkungsbereich der Keratomklinge
egalisieren. Ein konstanter Winkel zwischen Klinge und kornealer Oberfléche soll die Gleich-
maBigkeit des Keratomschnittes iiber dessen gesamte Breite und Lénge hin gewahrleisten.

Abb. 2-4: Schneidekopf und Klingenhalter des PDS. Links getrennte Darstellung, rechts
nach Zusammenbau (B: Schneidekopf, D: Klingenhalter, E: Klinge, 6: VerschluBmecha-
nismus, 7: Fiihrungselemente des Schneidekopfes, 10: transversale Aussparung fiir Klin-
genhalter, 11: Applanator, 12: Offnung fiir Arm des Oszillationsmotors)

2.1.3 Saugring

Der Saugring des PDS (Abb. 2-3, C) besitzt an seiner Unterseite eine Kontaktfliche zur Horn-
haut und an der entgegengesetzten Oberseite eine Kontaktfliche zum Scheidekopf, welche
aus longitudinal ausgerichteten Fiithrungselementen (8) besteht. Diese fungieren als Fiihrungs-
bahn fiir den Schneidekopf. Des weiteren befindet sich am Saugring ein Vakuum-Konnektor
(9), tber den ein Unterdruck an der Kontaktfliche zur Hornhaut erzeugt werden kann.
Hierdurch wird die voriibergehende Fixerung des Keratoms am Bulbus vermittelt.

2.14 Klingenhalter

Der aus Kunststoff bestehende Klingenhalter (Abb. 2-4, D) befindet sich nach Zusammenbau
des PDS in einer transversalen Aussparung (10) an der Unterseite des Schneidekopfes (B)
Eine Offnung am proximalen Ende des Klingenhalters (12) nimmt einen vom Oszillationsmo-
tor ausgehenden Arm auf, dessen transversale Ausschlige die Motorarbeit in oszillierende
transversale Klingenbewegungen iibersetzen. Aufgrund der Form und der Lage der Kontakt-
flichen zwischen Schneidekopf und Klingenhalter sowie der Fixierung des Klingenhalters an
einem Arm des Oszillationsmotors entsteht ein Schubgelenk mit nur einem Freiheitsgrad, das
ausschlieBlich transversale Bewegungen des Klingenhalters zulésst.

Der fiir die Herstellung des Klingenhalters verwendete Kunststoff wurde so gewéhlt, dass nur
minimale Reibungskrifte wahrend der Oszillationen am metallischen Schneidekopf wirken.
Letzter soll dadurch dauerhaft vor Abnutzung geschiitzt werden.
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Klingenhalter und Klinge bilden eine Einheit, welche separat von den iibrigen PDS-Kompo-
nenten unter sterilen Bedingungen verpackt werden kann. Nach ihrer Verwendung kann sie
entweder verworfen oder alternativ sterilisiert und wiederverwendet werden.

2.1.5 Klinge

An der Unterseite des Klingenhalters ist die Keratomklinge aus rostfreiem Stahl (Abb. 2-4, E)
mit ihrem proximalen Ende (Abb. 2-5, 13) fixiert. lhre Schnittkante (15) befindet sich am
distalen Klingenende (14) und weist einen definierten Spitzenradius (r) von 500 nm auf. Die-
ser Wert entspricht etwa dem Schérfegrad von Epikeratomklingen, die gegenwirtig bei der
Epi-LASIK Verwendung finden (vgl. Kap. 1.4.4.3). Im Vergleich mit LASIK-Klingen, die in
das korneale Stroma vordringen sollen (vgl. Kap. 1.4.4.2) und hierfiir einen Spitzenradius von
unter 100 nm besitzen, ist die PDS-Klinge somit allerdings deutlich stumpfer. Zur begriffli-
chen Abgrenzung von jenen schirferen LASIK-Messern kann im Falle des PDS anstatt von
einer Klinge von einem Separator gesprochen werden.

Die Breite der PDS-Separators betrdgt an der Schnittkante und der angrenzenden 1,5 mm lan-
gen distalen Klingenportion 7 mm und verjiingt sich nach proximal hin (16). Allein der distale
Klingenabschnitt soll durch Vorgleiten und gleichzeitige transversale Oszillationen mit einem
Ausschlag von je knapp 0,5 mm zu beiden Seiten eine subepitheliale, 8 mm breite Tasche in
der Hornhaut erzeugen. Der sich proximal anschlieende schmélere Klingenanteil (16) soll
hingegen nicht mit der seitlichen Taschenbegrenzung in Beriihrung kommen. Die Klinge hat
eine Gesamtldnge von 14,5 mm. Verglichen mit Epikeratomklingen ist der PDS-Separator da-
mit einerseits schmiler, andererseits langer dimensioniert.

T

Abb. 2-5: Klinge des PDS. Links Klinge im Uberblick, rechts distales Klingenende im
Querschnitt (13: proximales Klingenende, 14: distales Klingenende, 15: Schnittkante, 16:
Verjiingung der Klinge im mittleren Bereich nach proximal hin, B: Klingenwinkel = 36°,
h: Klingendicke = 0,254 mm, r: Spitzenradius = 500 nm)
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Im Querschnitt betrachtet ist die Klinge des PDS in einem Winkel von 0° in Relation zu ihrer
longitudinalen Bewegungsachse orientiert. Sie trifft dadurch in einem maximal spitzen Win-
kel beziehungsweise in flacher Orientierung auf die Hornhautoberfldche auf. Diese Ausrich-
tung ist erforderlich, da wihrend des Schneidevorgangs mit dem PDS die delaminierte Epi-
thelschicht auf die Oberseite der vorgleitenden Klinge aufgeladen wird. Stiinde die Klinge in
einem stumpferen Winkel zur Hornhautoberflache, konnte es aufgrund von Scherkriften an
der auf die Klinge aufgeladene Epitheldecke zu einem Ausreilen der seitlichen Taschenrédn-
der kommen.

2.2 Versuchsmaterial

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 6 enukleierte Schweineaugen sowie
19 enukleierte humane Autopsie-Augen verwendet.

Die humanen Augen wurden iiber die Augenbank San Diego, USA bezogen. Es handelte sich
um Augen, die fiir eine Hornhauttransplantation gewonnen, aber aufgrund einer unzureichen-
den Endothelzelldichte fiir eine Transplantation nicht in Betracht kamen. Dies stellte keinen
Hinderungsgrund fiir die Verwendung im Rahmen dieser Arbeit dar.

Die Post-mortem-Zeit der Augen betrug zum Versuchsbeginn zwischen 3,5 und 6 Tagen. Der
Transport der Augen erfolgte gekiihlt und jeweils einzeln verpackt in einem Feuchtbehilter,
jedoch ohne die Verwendung eines Hornhautmediums. Stattdessen waren die Bulbi unmittel-
bar umhiillt von feuchten Kompressen.

Die verwendeten Schweine-Augen wurden iiber einen lokalen Schlachthof bezogen. Sie ka-
men nach einer Post-mortem-Zeit von 4 — 10 Stunden am Tag der Schlachtung in das Labor.
Bei der Totungsmethode der Schweine handelte es sich um eine CO,-Intoxikation. Der Trans-
port der Schweineaugen erfolgte gekiihlt und gesammelt in einem Kunststoffbehélter.

2.3 Anwendung des PDS

Zur Erzeugung eines physiologischen intraokularen Druckes wurden die fiir den Keratom-
schnitt vorgesehenen Bulbi zunichst iiber eine Punktion im Bereich des Sehnervenstumpfes
mit einer Infusion physiologischer Kochsalzldsung tonisiert. Die anschliefende Druckmes-
sung erfolgte iiber die Einstellung einer Wassersdule von 20 cm Hohe, entsprechend einem
physiologischen intraokularen Druckwert von ungefahr 14,7 mmHg. Die Augen wurden in
eine ringformige Kunststoffvorrichtung eingesetzt, um sie fiir das weitere Vorgehen in eine
stabile Position zu bringen.

Es folgte eine orientierende Evaluation des makroskopischen Zustandes, bei der insbesondere
auf eine intakte Epithelschicht geachtet wurde.

Unter lichtmikroskopischer Kontrolle unter dem Operationsmikroskop (Zeiss Universal S3)
wurde der Saugring des PDS zentriert auf der Hornhaut positioniert. Durch Erzeugung eines
Unterdruckes wurde er im Limbusbereich an der Hornhaut fixiert.
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Das PDS wurde am Saugring eingerastet und somit fiir den Schneidevorgang in Position ge-
bracht. Es fiihrte anschlieBend unter elektrisch gesteuertem Vorgleiten und gleichzeitigen
transversalen Oszillationen seiner Stahlklinge den Schnitt aus.

Nach Beendigung des Schneidevorgangs und dem Zuriickgleiten der Klinge in die Ausgangs-
position wurde der Unterdruck des Saugringes aufgehoben, wodurch sich dieser wieder vom
Augapfel 16ste. Unter dem OP-Mikroskop wurde die Hornhaut auf eine epitheliale Bedeckung
beziehungsweise vorhandene Flapanteile hin in Anschein genommen. Nach Entfernung der
Infusion konnte das Auge den weiteren Praparationsschritten zugefiihrt werden konnte.

24 Priparation der Hornhaute

Unmittelbar nach der Verwendung des Keratoms wurden die Hornhdute mit einer Schere und
einem Skalpell im Limbusbereich aus den Augen vorsichtig herausgetrennt. Hierbei fand die
Orientierung des zuvor erfolgten Keratomschnittes besondere Beachtung, indem jeweils am
dem Keratomeinschnitt abgewandten Hornhautrand ein breiterer Sklera-Rand belassen wurde.
Die auf diese Weise priparierten Hornhidute wurden dann mit einem Skalpell in zwei gleich-
gro3e Hilften zerteilt. Die Schnittrichtung des Skalpells entsprach dabei der Schnittrichtung
des Keratoms. Auf diese Weise sollten sich auf beiden Hornhauthélften jeweils ein Anfang
und ein Ende der gegebenenfalls vom Keratom erzeugten Tasche befinden.

Eine der Hélften wurde fiir die Lichtmikroskopie, die andere fiir die Elektronenmikroskopie
weiterverarbeitet (Abb. 2-6).

Abb.  2-6: Gewinnung der Hornhautpriparate. = Anwendung des PDS,
Priparierung der Hornhaut mit skleralem Saum auf der Seite des Taschenendes
(Taschendffnung bzw. -eingang rechts im Bild, mit blauem Pfeil markiert) und schlieB3-
lich Halbierung der Hornhéute.
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2.5 Aufbereitung der Priparate fiir die Lichtmikroskopie

2.5.1 Fixierung in Paraformaldehyd

Die fiir die Lichtmikroskopie vorgesehene Korneahélfte wurde zunédchst zur Konservierung
und Fixierung in einer frisch hergestellten 4%igen Losung aus Paraformaldehyd eingelegt.

Gelostes Paraformaldehyd besitzt die Fahigkeit, durch Quervernetzungen Proteine zu fixieren,
ohne dabei deren Tertidrstruktur und damit antigene oder auch enzymatische Eigenschaften
zu verdndern. Gegeniiber handelsiiblichem Formol, einer vorgefertigten 30-40%igen Formal-
dehyd-Losung, haben frisch zubereitete Losungen den Vorteil, dass sie mangels langerer La-
gerung nicht die fiir Formol charakteristischen Paraformaldehyd-Niederschlige aufweisen.
Letztere wirken sich durch Ablagerung auf den Préparaten insbesondere bei immunhistoche-
mischen Untersuchungen ungiinstig aus.

Losungen von Paraformaldehyd eignen sich gut fiir die Fixierung von Préparaten, die {iber die
morphologische Betrachtung hinaus auch fiir immunhistochemische Untersuchungen verwen-
det werden sollen.

Die immunhistochemische Eignung des Fixans fiir die bei der vorliegenden Arbeit verwende-
ten Antikorper und Epitope wurde bereits vor Beginn der Versuche durch Titrationsreihen ge-
testet und bestétigt.

2.5.2 Weiterer Zuschnitt der fixierten Hornhaute

Nach 24-stiindigem Verbleib in Paraformaldehyd wurden die Hornhaut-Hélften aus der Fixa-
tionslosung entnommen. Sie wurden unter dem Operationsmikroskop (Zeiss Universal S3)
durch eine Pinzette fixiert und mit Einweg-Skalpellklingen weiter zugeschnitten. Die Prépara-
tion wurde so vorgenommen, dass die Zuschnitte entweder ein Taschenende oder einen seitli-
chen Taschenrand beinhalteten. Die jeweilige mit dem Mikrotom zu schneidende Kante eines
Praparates wurde zur spéteren Identifizierung am ldngsten belassen (Abb. 2-7).

Abb. 2-7: Weiterer Zuschnitt der Hornhaute fiir die Lichtmikroskopie. Die blauen Pfeile
markieren die jeweilige Anschnittfliche des Mikrotoms.
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Die geschnittenen Priparate wurden in verschlieBbare Einbettkassetten (Fa. Carl Roth,
Deutschland) iiberfiihrt, die mit der Nummer des verwendeten Auges und einem Hinweis iiber
die Lokalisation markiert waren (1: Taschenende; 2: seitlicher Taschenrand; siche Abb. 2-7).
Zum Waschen und zur Entfernung des Paraformaldehyds wurden die Kassetten in eine
70%ige Athanolldsung eingebracht.

253 Einbettung in Paraffin

Um die Einbettung in Paraffin vorzubereiten, folgte eine Entwésserung der Priparate. Sie
wurden hierzu in ihren Plastikkassetten einer aufsteigenden Alkoholreihe zugefiihrt, die iiber
mehrere Zwischenschritte in einem Bad der Priiparate in 100%igem Athylalkohol endete.

Zur anschlieBenden Entfernung des Alkohols wurden die Priparate in 0,1%iges Xylol iiber-
fiihrt. Losungsmittel wie Xylol werden in diesem Zusammenhang als Intermedien bezeichnet.
Sie besitzen die Fihigkeit, sowohl in Alkohol als auch in Paraffin 16slich zu sein. Noch vor-
handene Alkohol- oder Wasserriickstinde, welche die spitere Schneidbarkeit verschlechtern
und die Priparate spiter schrumpfen lassen, konnen unter Zuhilfenahme eines Intermediums
vor der Einbettung in reinem Paraffin noch in Losung gebracht und entfernt werden.

Nachdem sich die Priaparate zweimal fiir je 15 Minuten in Xylol befanden, wurden sie zwei-
mal, fiir 15 beziehungsweise 25 Minuten, in erwidrmtes (60°C), reines Paraffin tiberfiihrt. Da-
mit war die Durchtrinkung der Préparate abgeschlossen. Die genannten Schritte vom Beginn
der aufsteigenden Alkoholreihe bis zur Durchtrankung in reinem Paraffin erfolgten in einem
Einbettungsautomaten.

Auf das Infiltrieren der Préparate mit Paraffin folgte das Ausgieen und Aufblocken. An ei-
nem Paraffinspender wurde erst etwas fliissiges Paraffin in die vertiefte Aussparung einer
AusgieBform aus Stahlblech gegeben. Die Kunststoffkassetten mit den Préparaten waren zu
diesem Zeitpunkt bereits in fliissigem Paraffin gelagert. Die Préparate wurden aus ihren
Kunststoffkassetten entnommen und jeweils mit der spiter vom Mikrotom anzuschneidenden
langen Kante nach unten in der Gie3form justiert. Mit Hilfe einer Pinzette wurden sie einige
Sekunden lang in aufgestellter Position gehalten, um ein Umkippen im anfangs noch fliissigen
Paraffin zu verhindern. Der als Spannrdhmchen vorgesehene Boden der Plastikkassette wurde
an die GieBform gepresst. Letztere wurde soweit mit Paraffin aufgefiillt, dass der durchlo-
cherte Boden der Plastikkassette ebenfalls eingetaucht war.

Im Anschluss wurde die Gie3form so lange auf einer Kiihlplatte (Leica EG 1150 C) gelagert,
bis auf der Oberfliche des Paraffins durch Erkalten eine Haut entstand. Danach wurde das
Paraffin in Eiswasser ausgehadrtet. Nach 15 Minuten lieBen sich die Priparate von den Aus-
gieBformen 16sen und standen, auf den ehemaligen Kassettenboden aufgeblockt, zum Schnei-
den bereit.
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Tab. 2-1:  Fixierung und Einbettung der Priparate

Prozedur Losung Dauer

1. Fixierung und Konservierung Paraformaldehyd 4%ig 24 Stunden

2. Weiterer Zuschnitt

3. Waschen Athanol 70%ig Zwischenlagerung fiir 2 h
4. Entwisserung Athanol 70%ig Jeweils 12 Minuten
(in aufsteigender Alkoholreihe) Athanol 96%ig
Athanol 96%ig

Athanol 100%ig
Athanol 100%ig
Athanol 100%ig

5. Entfernung des Alkohols Xylol 0,1%ig Jeweils 15 Minuten

(im Zwischenmedium) Xylol 0,1%ig

6. Einbettung Paraffin bei 60°C 15 Minuten
Paraffin bei 60°C 25 Minuten

7. Augieflen und Aufblocken

254 Schneiden der eingebetteten Priparate

Die in Paraffin eingebetteten Priparate wurden an einem Rotationsmikrotom (Leica Jung RM
2055) geschnitten.

Rotationsmikrotome verfiigen iiber eine feststehende Klinge, entlang derer der Paraffinblock
durch Betdtigung eines Handrades in vertikaler Ebene auf und ab bewegt wird. Nach jeder
Aufwirtsbewegung des Paraffinblockes wird der Messerschlitten, entsprechend der vorher
eingestellten Schnittdicke, in Richtung des sich bewegenden Préparates vorgeschoben. Der
Schnitt erfolgt wéhrend der anschlieBenden Abwértsbewegung.

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Schnittdicken von 2 pm sowie von 5 pm gewéhlt. Bis zum
Einspannen am Mikrotom wurden die Praparate auf einer Kiihlplatte gelagert. Hierdurch soll-
te eine Erweichung des Paraffins verhindert werden, die zu einer Stauchung der Priparate
wihrend des Mikrotomschnitts fithren kann.

Am Mikrotom wurden Bénder von je drei hintereinander hingenden Schnitten erzeugt, die
unter Zuhilfenahme einer feinen Pinzette in ein Wasserbad von 35°C iiberfiihrt wurden.

Im warmen Wasser wurden die Schnitte gestreckt, dann auf Objekttrager aufgenommen und
auf einer Warmeplatte (37°C) fiir 15 Minuten gelagert.

2.5.5 Entparaffinierung

Zur Vorbereitung auf die nachfolgende Fiarbung beziehungsweise Immunmarkierung, die in
hydrophilem Milieu ablaufen, wurden die Préparate in einer frisch zubereiteten Xylol-Losung
(0,1%) entparaffiniert.
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In einer in Aqua dest endenden, absteigenden Alkoholreihe wurden Riickstinde des Interme-
diums und darin geldsten Paraffins entfernt.

Fiir die immunhistochemische Markierung wurde die absteigende Alkoholreihe, abweichend
von dem beschriebenen Vorgehen, um einen Schritt ergéinzt. Hier wurden die Schnitte nach
70%igem Alkohol fiir 10 Minuten in eine Mischung aus 70%igem Athanol und 3%igem Was-
serstoffperoxid verbracht und erst danach in Aqua dest iiberfiihrt.

Zweck dieses Vorgehens war die Blockierung von endogener Peroxidase-Aktivitét, da die
spitere Immunfarbung unter Verwendung einer exogen zugefiihrten Peroxidase als Markeren-
zym erfolgt.

Tab. 2-2:  Gewebevorbereitung zur nachfolgenden Féarbung

Prozedur Losung Dauer
1. Deparaffinisieren Xylol 0,1%ig 10 Minuten
Xylol 0,1%ig 10 Minuten
2. Rehydrierung Athanol 100%ig Jeweils 2 Minuten
(in absteigender Alkoholreihe) Athanol 100%ig
Athanol 96%ig
Athanol 80%ig
Athanol 70%ig
Zusdtzlich bei Vorbereitung fiir immunhistochemische Féarbungen erforderlich:
Blockierung der endogenen Athanol 70%ig + 3% H,0, 10 Minuten
Peroxidase
3. Immersion in Aqua dest Aqua dest 2 Minuten
2.5.6 Hiamatoxylin-Eosin-Firbung

Fiir die Anfarbung der Priparate wurden Hdmatoxylin und Eosin (HE) verwendet. Genauer
erfolgten die Anfarbung der Zellkerne mit Meyers Hdmalaun und die anschlieBende Gegen-
farbung des Zytoplasmas mit Eosin.

2.5.6.1 Grundlagen

Hdmalaune sind chromogene Verbindungen, die aus Hdmatein, einem gelbbraunen Oxida-
tionsprodukt des Naturfarbstoffes Hamatoxylin, hergestellt werden. Bei Zugabe Aluminium-
haltiger Salze, so genannter Alaune, in Hadmatein-Losungen werden Aluminium-Ionen frei,
die mit dem Hématein Komplexbindungen eingehen. Reaktionsprodukt ist das zweifach posi-
tiv geladene Hamalaun (Abb. 2-8), das aufgrund seiner Ladung eine starke Affinitit zu nega-
tiven Valenzen der Zellkerne besitzt. Himalaun bindet bevorzugt an Phosphoratome der nu-
kledren DNS.
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Definitionsgeméaf handelt es sich bei Farbstoffen wie dem Hémalaun, bei denen die Bindung
des farbgebenden Chromogens, hier des Hamateins, an die zu farbende Struktur iiber kom-
plexgebundene Metallionen vermittelt wird, um Farblacke.

Hémalaun hat die Eigenschaft, abhingig vom pH-Wert seine Farbe zu dndern. Himalaunlo-
sungen werden in saurem Milieu - bei Meyers Himalaun unter Zusatz von Zitronenséure —
verwendet. Das erlaubt eine selektive Anfiarbung der Kerne. Die Priparate sind bei Entnahme
aus der Farbstofflosung zunichst rotbraun. Wihrend des folgenden Wisserns in flieBendem
Leitungswasser erhalten die gefarbten Strukturen ihre endgiiltige dunkelblaue Farbe durch ei-
nen Anstieg des pH auf Werte liber 3. Beim Farbumschlag nimmt die Wasserldslichkeit des
Héamalauns ab, was zur Fixierung an den Priparaten fiihrt. Zudem entstehen kovalente Bin-
dungen zwischen dem Farbstoff und der DNS.

Anders als beim Hamalaun verhélt es sich beim Farbevorgang des Zytoplasmas mit dem syn-
thetischen Anilinfarbstoff Eosin. Eine molekiileigene saure Carboxylgruppe des Farbstoffes
bindet direkt an positive Valenzen, wie zum Beispiel an Aminogruppen zytoplasmatischer
Proteine (Abb. 2-8). Molekiilbestandteile wie diese Carboxylgruppe, durch deren Vorhanden-
sein Farbstoffmolekiile direkt an ihre Substrate binden kénnen, bezeichnet man als auxochro-
me Gruppen.
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Abb. 2-8: Molekularer Aufbau von Himalaun und Eosin. Die Gruppen, welche die Bin-
dung an das jeweilige Substrat vermitteln, sind grau dargestellt.

2.5.6.2 Durchfiihrung der Hiimatoxylin-Eosin-Firbung

Zuerst erfolgte die Kernfiarbung. Hierfiir wurden die in Farberechen befindlichen Préparate
aus Aqua dest fiir 5 Minuten in Meyers Hamalaun tiberfiihrt und danach zur Entfernung iiber-
schiissigen Himalauns und zur Fixierung in flieBendem Leitungswasser gewassert.

An eine erneute Immersion in Aqua dest schloss sich die Farbung des Zytoplasmas an. Fiir 10
Minuten wurden die Prédparate in eine 0,1%ige Losung von Eosin Y, der wasserldslichen
Form des Eosins, gegeben und danach mit Leitungswasser ausgewaschen.
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Da das Eindecken der Préparate zum Abschluss in einem wasserunloslichen Einschlussmedi-
um (Depex, Serva GmbH) erfolgen sollte, wurden die eingefarbten Schnitte erneut iiber eine
aufsteigende Alkoholreihe dehydriert.

Nach anschlieBender Losung und Beseitigung von Alkoholriickstdnden in Xylol wurde ein
Streifen des noch fliissigen Einschlussmediums auf den Objekttriger gebracht und darauf ein
Deckglas gelegt. Das Depex verteilte sich gleichméBig zwischen Objekttrager und Deckglas.
Verbleibende eingeschlossene Luftbldschen wurden durch gezielten, sanften Druck auf das
Deckgldschen mit einem feinen Spatel in die Peripherie gedridngt und beseitigt.

Tab. 2-3:  Durchfiithrung der Himatoxylin-Eosin-Farbung

Prozedur Losung Dauer
1. Kernfarbung Meyers Hdmalaun 5 Minuten
2. Blduen In flieBendem Leitungswasser 10 Minuten
3. Immersion in Aqua dest Aqua dest 2 Minuten
4. Zytoplasmafarbung Eosin Y 0,1%ig 10 Minuten
5. Dehydrierung Athanol 70%ig jeweils 2 Minuten
(in aufsteigender Alkoholreihe) Athanol 80%ig
Athanol 96%ig
Athanol 100%ig jeweils 10 Minuten
Athanol 100%ig
6. Entfernung des Alkohols Xylol 0,1%ig jeweils 10 Minuten
(im Intermedium) Xylol 0,1%ig
7. Eindecken Depex
2.5.7 Immunhistochemische Firbung

2.5.71 Die Streptavidin-Biotin-Methode

Zur immunhistochemischen Markierung der kornealen Matrixproteine Laminin und Kollagen-
VII wurde bei der vorliegenden Arbeit eine immunenzymatische Methode gewéhlt. Hierbei
werden Markerenzyme, wie z.B. die Peroxidase, durch Antikorper (AK) indirekt oder direkt
an die zu markierende antigene Komponente gekoppelt. Durch eine vom Enzym katalysierte
Farbreaktion wird die antigene Komponente spiter sichtbar gemacht.

Im vorliegenden Fall wurde die Streptavidin-Biotin-Methode eingesetzt, die auf der starken
Bindungsaffinitidt des Proteins Streptavidin zum Vitamin Biotin beruht. Streptavidin wird
durch das Bakterium Streptomyces Avidinii synthetisiert.

Nach Bindung eines spezifischen primidren AK an die Antigene Laminin oder Kollagen-VII
wird das Praparat mit einem sekundéren, biotinylierten Anti-Immunglobulin-AK inkubiert. Er
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ist gegen die unspezifische Domdne F. des primdren AK gerichtet und bindet bei der Inkuba-
tion an diese.

Sodann wird ein Konjugat aus Streptavidin und dem ebenfalls an Biotin gebundenen Marker-
enzym Peroxidase zugegeben. Die Peroxidase wird somit indirekt an das Antigen gekoppelt.
Aufgrund der vier Bindungsstellen des Streptavidins filir Biotin einerseits und der mehrfachen
Biotinylierung des Markerenzyms andererseits entsteht eine baumartig verzweigte Struktur, in
der zahlreiche Enzymmolekiile an einem einzigen PrimirantikOrper beziehungsweise an ei-
nem einzigen gewebegebundenen Antigen anheften konnen (Abb. 2-9).

e |
| L
) \ = / D \ ‘\ 1

Abb. 2-9: Streptavidin-Biotin-Methode (1: priméirer AK; 2: sekundérer AK;
S: Streptavidin; POD: Peroxidase; B: Biotingruppen, kovalent gebunden)

Um schlieBlich die Lokalisation der hier als Markerenzym eingesetzten Peroxidase und damit
auch indirekt die des Antigens sichtbar zu machen, eignen sich Substrate wie das 3-4mino-9-
Ethyl-Carbazol (AEC).

Bei Anwesenheit von Wasserstoffperoxid wird AEC in einer Peroxidase-katalysierten Reak-
tion zu einem schwer 16slichen roten Farbstoff oxidiert:

3-Arnino-9-Ethy1-Carbazol“’d‘ + H,0, — 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol® (rot) + 2 H,O
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2.5.7.2 Ablauf der immunhistochemischen Firbung

Als Positivkontrollen fiir die Markersubstanzen wurden ein humanes Tonsillenpriparat fiir
Laminin sowie ein humanes Hautpriparat fiir Kollagen-VII ausgewihlt. Sie wurden am Mi-
krotom geschnitten, auf Objekttrager gebracht und dann dem gleichen Farbevorgang unterzo-
gen wie die Hornhautpréparate.

Sdmtliche Objekttrager wurden in Coverplates (Thermo Electron, Shandon Coverplate) ge-
setzt. Mit Hilfe dieser Vorrichtung kénnen zur Inkubation erforderliche Losungsmengen mi-
nimiert werden. Coverplates gewdhren aulerdem eine gleichméBige Verteilung der applizier-
ten Losung tiber die Oberfldche des Objekttragers.

Die in absteigender Alkoholreihe rehydrierten, auf Objekttragern befindlichen Schnitte wur-
den aus destilliertem Wasser entnommen und in eine im Wasserbad angewarmte Losung von
Proteinase-K (Proteinase K Code S3004, DakoCytomation) iiberfiihrt. Diese war zuvor
durch Zugabe von 40 pl (entsprechend 1 Tropfen) einer Proteinase-K-Stammldsung in 2 ml
einer 0,05 molaren Tris/HCI-Losung (pH 7,5 — 7,7) zubereitet worden.

In dieser Losung erfolgte eine proteolytische Andauung. Da Antigene wie Laminin und Kolla-
gen-VII wihrend der Fixierung in Paraformaldehyd zu einem gewissen Anteil maskiert wer-
den, soll ihre Reaktivitidt durch die proteolytische Vorbehandlung erhoht werden. Die antige-
nen Determinanten werden besser fiir die Anlagerung von Primérantikdrpern zuginglich,
ohne dabei geschiadigt zu werden. Dieser auch als Demaskierung bezeichnete Vorgang wurde
durch zweimaliges Spiilen mit der 0,01%igen Pufferlosung PBS (Phosphate Buffered Saline)
beschlossen.

Zur Verringerung ungewollter, unspezifischer Antikorperbindungen an den Pridparaten, die
durch Kreuzreaktionen mit anderen Epitopen im Gewebe zustande kommen, wurden die
Schnitte vor der Anwendung des primiren AK noch mit einem so genannten Superblock inku-
biert. Dieser war — wie die nachfolgend eingesetzten Losungen des sekundidren Antikorpers,
des Peroxidase-Streptavidin-Konjugates und des AEC-Komplexes — Bestandteil des
ZytoChem HRP-S-008 AEC Broad Spectrum Kit (ZytoMed GmbH). Er lag in gebrauchsferti-
ger Konzentration vor.

Um die Inkubation mit dem jeweiligen primédren AK vorzubereiten, wurden die im Gefrier-
schrank gelagerten, konzentrierten AK-Aufbereitungen erst bei Raumtemperatur langsam er-
wirmt und dann mit einem Diluentpuffer verdiinnt (Tab. 2-4), um anwendbare AK-Ldsungen
in ausreichender Menge zu gewinnen.

Tab. 2-4:  Verdlinnung der Primérantikorper

Primérantikorper Gewiinschte Verdiinnung Herstellung der Gebrauchslosung

5 pl AK-Stammlosung +

Anti-Laminin AK 1:200
nH-Lamimim 995 ul Diluentpuffer = 1000 ul
10 ul AK-St 16 +
Anti-Kollagen TypVII AK 1:100 H StammlGsung

990 pl Diluentpuffer = 1000 pl
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Bei den Primérantikdrpern handelte es sich um einen Anti-Laminin-AK (Monoclonal Anti-
Laminin, clone LAM-89, mouse ascites fluid L 8271, Sigma-Aldrich GmbH) sowie einen
Anti-Typ-VII-Kollagen-AK (Anti-Collagen VII C 6805, Sigma-Aldrich GmbH). Mit jeweils
einer der verdiinnten Losungen von Anti-Kollagen-VII oder Anti-Laminin wurden die Ob-
jekttrager fiir 60 Minuten inkubiert.

Anschliefend wurde mit PBS gewaschen, um iiberschiissige primire AK vor der Inkubation
mit dem sekundéren biotinylierten AK zu entfernen.

Nach 20-miniitiger Inkubation mit dem sekundéren AK wurde wiederum mit PBS gewaschen.
worauthin das Konjugat aus Peroxidase - genauer der Meerrettich-Peroxidase (Horse Radish
Peroxidase, HRP) - und Streptavidin appliziert wurde. Die Einwirkzeit belief sich erneut auf
20 Minuten.

An ein zweimaliges Spiilen mit PBS schloss sich der eigentliche Farbevorgang mit der Zuga-
be des AEC-Komplexes an. Es wurde zweimalig fiir je 5 Minuten inkubiert und der Féarbevor-
gang anschlieBend mit Leitungswasser gestoppt. Nach Abschluss der Immunmarkierung wur-
den die Schnitte mit Meyers Himalaun gegengefirbt und mit Leitungswasser geblaut.

Fiir das Eindecken der Praparate wurde, anders als bei der HE-Farbung, ein hydrophiles Me-
dium (AquaTex, Merck GmbH) herangezogen. Dadurch konnte eine abschlieBende Dehydrie-
rung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe vermieden werden, die sich schiadigend
auf die Antikorperbindungen der Immunmarkierung ausgewirkt hétte. Nach dem Trocknen
der Préparate wurden die Deckgldser mit Nagellack umrandet, um ein Ausbleichen durch zwi-
schen Deckglas und Objekttrager eintretende Luft zu verhindern.
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Tab. 2-5:  Ablauf der immunhistochemischen Farbungen
Prozedur Losung (*je 80 pl) Dauer
1. | Proteolytische Andauung Proteinase K * 6 Minuten inkubieren
Waschen PBS 0,01%ig . .
2.1, n . 1 1 Minut
(in Pufferlosung) (phosphate buffered saline) zwetma e
Oberflichenbehandlung zur
3. | Vermeidung unspezifischer Superblock* 5 Minuten inkubieren
Antikdrperbindungen
) ) Anti-Laminin AK 1:200* od . . .
4. | Primédrer Antikorper AEt;-KiT;:;?n—VH AK 1: 100 Oei 60 Minuten inkubieren
5. | Waschen PBS 0,01%ig 1 Minute
Anti-I lobulin AK*
6. | Sekundsrer Antiksrper nti-Immunglobulin 20 Minuten inkubieren
(biotinyliert)
7. | Waschen PBS 0,01%ig 1 Minute
HRP-Konjugat*
8. | Peroxidase-Streptavidin-Konjugat (Horserzgjilslf ?3er0xi dase) 20 Minuten inkubieren
9. | Waschen PBS 0,01%ig 1 Minute
AEC-Komplex* . .
10. |Farb 1 5 Minut
arbung (Amino-Ethyl-Carbazol) Zwetmat > vimuten
11. [ Stoppen des Féarbevorganges Aqua dest 5 Minuten
12. | Gegenfarbung Meyers Hamalaun 1 Minute
13. | Blduen flieBendes Leitungswasser 10 Minuten
14. | Eindecken Aquatex
2.5.8 Lichtmikroskopische Beurteilung und Fotografie

Die in HE geféarbten Schnitte, wie auch die immunhistochemisch markierten Préaparate, wur-
den unter dem Lichtmikroskop (Nikon Eclipse E 200) begutachtet.

Dabei wurde der Zustand und das gesamte Erscheinungsbild des Préparates begutachtet, um
daraus auf den allgemeinen praoperativen Zustand und etwaige Vorschidigungen der verwen-
deten Hornhdute schlieBen zu kénnen und diese bei der Bewertung der Schnittergebnisse des
Pocket-Delaminator-Systems mit zu beriicksichtigen.

Des weiteren wurden folgende Kriterien beurteilt: die Lage und GleichméBigkeit der Schnitte,
die Beschaffenheit der stromaseitigen Taschenbodens, das Vorhandensein eines Flaps sowie
die Fixierung eines solchen als Ausdruck eines Taschen-Endes oder eines seitlichen Taschen-
Randes.

Ein Teil der Praparate wurde bei der Begutachtung ausgewaihlt, um anschlieBend an einem
mit einer digitalen Kamera ausgestatteten Lichtmikroskop (Leitz DMR, Leica Instruments) in
10-facher bis 40-facher Vergroferung zu Dokumentationszwecken fotografiert zu werden.
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Abgesehen davon wurden die lichtmikroskopischen Priaparate daraufhin durchgesehen, von
welchen der operierten Augen die zweite Hornhauthélfte fiir die ergdnzende elektronenmikro-
skopische Beurteilung herangezogen werden sollte.

2.6 Aufbereitung fiir die Elektronenmikroskopie

2.6.1 Fixierung in Karnowsky-Fixans

Die fiir die elektronenmikroskopische Begutachtung vorgesehenen Hornhauthilften wurden
zur Fixierung in eine frisch zubereitete Aldehydlosung nach Karnowsky gegeben. Die Zube-
reitung erfolgte nach folgendem Rezept:

Herstellung eines Glutaraldehyd-Formaldehyd-Gemisches nach Karnovsky

—_—

Losen von 2g Paraformaldahyd in Aqua dest und

Zugabe von 2 Tr. NaOH (bei 70°C)

Abkiihlen auf Eis

Zugabe von 10 ml einer 25%igen Glutaraldehydldsung

Zugabe von 10 ml eines 1,0M Cacodylatpuffers (CHsAsNa,O;) mit pH 7,4
Zugabe von 1 ml 2,5%iger CaCl,-Losung

Auf 100 ml mit Aqua dest auffiillen

A T

Hierbei handelt es sich um eine kombinierte 4%ige Formaldehyd- und 5%ige Glutaraldehyd-
Losung, die fiir feinstrukturelle Untersuchungen besonders geeignet ist.

Durch die Kombination dieser beiden Fixantien erzielt man eine ausreichende Stabilisierung
und damit Strukturerhaltung des Gewebes, ohne dabei auf ein gutes Penetrationsvermdgen
der Losung verzichten zu miissen, wie es bei der alleinigen Verwendung von Glutaraldehyd
der Fall wire. Zwar besitzen Glutaraldehyd-Molekiile zwei Aldehydgruppen, die eine Fixie-
rung vermitteln kdnnen, was sie zu einer stiarkeren Vernetzung von Proteinen beféhigt. Sie
dringen jedoch aufgrund ihrer Molekiilgroe deutlich langsamer in das Gewebe ein. Dies
wirkt sich bei Immersionsfixierungen ungiinstig aus. Eine alleinige Formaldehydfixierung
bietet hingegen keine ausreichende Strukturerhaltung in Geweben, die fiir die Elektronen-
mikroskopie aufbereitet werden sollen.

Die Probenbehélter mit den in Karnovsky-Losung befindlichen Hornhauthdlften wurden iiber
Nacht gekiihlt aufbewahrt und nach einer Dauer von 16 Stunden zur weiteren Bearbeitung der
Priparate aus dem Kiihlschrank entnommen.
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2.6.2 Weiterer Zuschnitt der Priparate

Unter dem Operationsmikroskop (Zeiss Universal S3) wurden die fixierten Priparate vor der
Einbettung mit Einweg-Skalpellklingen auf einer Wachsunterlage, wie in Abb. 2-10 darge-
stellt, weiter zugeschnitten, wobei hier wesentlich kleinere Stiickchen pripariert wurden als
zuvor fiir die Lichtmikroskopie. Die Lange der vom Mikrotom anzuschneidenden Kante be-
lief sich dabei auf 2-3 mm. Zur spiteren Erkennung wurde diese am ldangsten belassen.

Abb. 2-10: Weiterer Zuschnitt der Praparate flir die Elektronenmikroskopie. Blaue Pfeile
markieren die Anschnittfliche des Mikrotoms mit einer Kantenldnge von 2-3 mm.

2.6.3 Einbettung im Kunstharz (Epon)

Jedes der zugeschnittenen Hornhautstiickchen wurde in einem Fach eines Plastikkdrbchens
platziert, das dann viermalig in 0,1 molarer Cacodylat-Pufferlosung zur Entfernung des iiber-
schiissigen Fixans gewaschen wurde.

Die Priparate wurden im nichsten Schritt in einer 1%igen Losung von Osmiumtetroxid nach-
fixiert, um insbesondere Lipide in den Priparaten untereinander und auch mit benachbarten
Proteinen zu vernetzen und dadurch auch lipidreiche Organellen in der Elektronenmikrosko-
pie spater kontrastreich darstellen zu konnen. Nach erneutem viermaligem Waschen mit Ca-
codylat-Puffer sowie anschlieend mit Aqua dest wurden die Préparate in aufsteigender Alko-
holreihe entwissert.

Aus dem 99%igen Alkohol wurden sie in das Zwischenmedium Propylenoxid tiberfiihrt, wel-
ches sich durch eine gute Mischbarkeit sowohl mit Alkohol als auch mit dem Einbettmedium
Epon 812 auszeichnet. Aufgrund der starken Toxizitédt dieser Substanz wurde — wie zuvor bei
der Nachfixierung mit Osmiumtetroxid — unter dem Abzug gearbeitet.

Im Folgenden wurde das Einbettungsgemisch aus dem Epoxidharz Epon 812 bei 35°C im
Wirmeschrank in einem verschlossenen Fldschchen aufgetaut. Es war vorab unter Zugabe
von zwei Hirtern, dem DDSA (Dodecenyl-Bernsteinsdure-Anhydrid) und dem MNA (Me-
thyl-Norbonen-2,3-Dicarbonsdure-Anhydrid), sowie einem Beschleuniger, dem DMP-30
(2,4,6-Tris-(Dimethylaminomethyl)-Phenol), angemischt und eingefroren worden.

Mit einem Gemisch des Einbettmediums und des Intermediums Propylenoxid im Verhéltnis
1:1 wurden die Préparate am Schiittler durchtriankt. Es folgten weitere Phasen in einem Epon-
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Propylenoxid-Gemisch im Verhéltnis 2:1, dann in Epon mit Zusatz eines Tropfens des Inter-
mediums, und abschlieBend in reinem Epon. Die Prdparate wurden aus den Korbchen ent-
nommen und unter dem Operationsmikroskop mit der Anschnittfliche nach unten in Kau-
tschukformen ausgerichtet. Diese waren ebenfalls mit Epon angefiillt. Dabei wurde darauf
geachtet, dass das Kunstharz frei von Luftblasen blieb.

Zur Polymerisation und Aushdrtung des Harzes befanden sich die Préparate anschlieBend
iiber Nacht bei 80°C im Warmeschrank.

Tab. 2-6:  Ablauf der Fixierung und Einbettung fiir die Elektronenmikroskopie

Prozedur

Losung

Dauer

1. Fixierung

L&sung nach Karnovsky

16 Stunden

2. Waschen (in Pufferldsung)

Cacodylat-Puffer 0,1M

dreimal 5 Minuten

3. Nachfixierung der Lipide

Osmiumtetroxid 1%ig

2 Stunden

4. Waschen

Cacodylat-Puffer 0,1M

dreimal 5 Minuten

5. Waschen Aqua dest 5 Minuten
6. Entwisserung Athanol 30%ig je 30 Minuten
(in absteigender Alkoholreihe) Athanol 50%ig
Athanol 70%ig
Athanol 90%ig
Athanol 96%ig

Athanol 100%ig zweimal 30 Minuten

7. Zwischenmedium Propylenoxid zweimal 30 Minuten
8. Infiltration (am Schiittler) Epon / Propylenoxid 1:1 3 Stunden

Epon / Propylenoxid 2:1 3 Stunden

reines Epon 16 Stunden

9. Einbettung
10. Polymerisation (iiber Nacht bei 80°C)

reines Epon

2.6.4 Anfertigung von Semidiinnpriparaten

Zur orientierenden Beurteilung der Qualitidt und der Eignung der eingebetteten Hornhaut-
stiickchen fiir die nachfolgende Elektronenmikroskopie wurden nach der Einbettung zunéchst
Semidiinnpraparate mit einer Schnittdicke von 2 um am Ultramikrotom (Leica Ultracut E) an-
gefertigt. Die Schnitte erfolgten mit einem Histodiamanten.

Die Semidiinnschnitte wurden auf Objekttrager geladen und danach mit 1%iger Lésung von
Toluidinblau O angeférbt. Zur Gegenfarbung diente 1%iges basisches Fuchsin.
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Diese beiden basischen Farbstoffe zdhlen zu den wenigen Chromogenen, die auch ohne vor-
herige Entfernung eines hydrophoben Einbettmediums wie Epon an Préparate binden und sie
anfarben konnen. Das Kunstharz selbst bleibt dabei ungefarbt.

Fiir die Farbung wurde eine 0,1%ige Gebrauchslosung von Toluidinblau in eine Spritze abge-
fiillt. Jeweils einige Tropfen wurden durch einen Spritzenvorsatz-Filter hindurch auf vorge-
wiarmte Objekttrager (Heizplatte, 60°C) gegeben. Nach 2 Minuten wurden die Schnitte mit
Aqua dest abgespiilt und zur Gegenfarbung wiederum fiir 2 Minuten auf der Heizplatte mit ei-
nigen Tropfen der 1%igen basischen Fuchsin-Losung iiberschichtet. Nach erneutem Spiilen
mit Aqua dest wurden die Objekttrager auf der Heizplatte getrocknet und dann mit Immer-
sions0l eingedeckt. Die mit Deckglésern versehenen Objekttrager wurden unter dem Lichtmi-
kroskop (Nikon Eclipse E 200) begutachtet.

2.6.5 Anfertigung von Ultradiinnschnitten

Die nach Durchsicht der Semidiinnschnitte ausgewahlten Priparatblocke wurden zur Vorbe-
reitung der Ultradiinnschnitte mit einer Rasierklinge so getrimmt, dass alle nicht gewebehalti-
gen Kunstharzanteile entfernt wurden.

Es entstanden Blocke in Form abgestumpfter Pyramiden, die eine verbliebene Anschnittfliche
von ungefihr 1 mm’ besaBen. Sie wurden am Ultramikrotom (Leica Ultracut E) eingespannt.
Nachfolgend wurden Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von 70 nm erzeugt, die nach dem
Schneidevorgang in eine mit Aqua dest gefiillte Auffangform unterhalb der Klinge glitten.
Von dort wurden die Schnitte auf die matte Seite von Kupfer-Trigernetzchen, so genannter
Kupfergrids, aufgezogen (Porengrofe 200 mesh, hexagonal, fine bar). Die Grids waren vorher
im Ultraschallbad gereinigt worden.

Nach dem Trocknen der Schnitte auf den Grids, das 60 Minuten beanspruchte, schloss sich
das Positivkontrastieren der Priaparate an. Zu diesem Zweck werden Schwermetallatome an
die Schnitte angelagert, die aufgrund Ihrer hoheren Ordnungszahl Elektronen stirker streuen
als die organischen Verbindungen, aus denen das Priparat aufgebaut ist. In diesem Fall wur-
den Losungen von Uranylacetat und Bleicitrat verwendet.

Die bereits am Vortag angesetzte 2%ige Uranylacetat-Losung wurde in eine mit einem Vor-
satzfilter versehene Spritze gefiillt und dann tropfenweise in eine mit Parafilm ausgelegte
schwarze Petrischale gegeben.

Je ein Grid wurde mit der Priparatseite nach unten auf einen Tropfen gelegt und in dieser Po-
sition 10 Minuten lang inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Grids mit einer
Pinzette aufgenommen und zum griindlichen Waschen nacheinander in drei jeweils mit Aqua
bidest gefiillte 100ml Messbecher getaucht und darin geschwenkt. Die Trocknung erfolgte
durch Abtupfen mit Filtrierpapier.

Wihrend der Inkubation war bereits mit einer Spritze die Bleicitrat-Losung aufgezogen wor-
den. In gleicher Weise wie zuvor das Uranylacetat wurde diese tropfenweise in eine mit Para-
film ausgelegte Petrischale gegeben, um die Grids danach erneut fiir 10 Minuten auf jeweils
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einem solchen Tropfen zu inkubieren. Die Schalen befanden sich wéhrend der Inkubation
wiederum in grofBeren, abgedeckten Petrischalen. Diese waren zuvor mit je 3 angefeuchteten
NaOH-Plittchen versehen worden, um ein CO,-armes Milieu zu schaffen und damit die Bil-
dung von Blei-Carbonat zu verhindern.

Nach erneutem dreimaligen Waschen in Aqua bidest wurden die Kupfernetzchen in eine
Petrischale abgeblottet, mit Filtrierpapier abgetupft und fiir eine Stunde luftgetrocknet.

2.6.6 Elektronenmikroskopische Beurteilung und Fotografie

Die Beurteilung der Préparate erfolgte am Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss LEO
912 AB), das neben einem Leuchtschirm auch iiber einen digitalen Fotochip verfiigt, mit des-
sen Hilfe das beim Auftreffen der Elektronen auf dem Leuchtschirm entstehende Bild doku-
mentiert werden kann.

Bei der Bewertung der Préparate wurden folgende Kriterien beriicksichtigt: Lage und Gleich-
méBigkeit der Keratomschnitte, Unversehrtheit der Epithelzellen, Lage und Unversehrtheit
von Zelladhdsionskomplexen (Hemidesmosomen, Desmosomen) im rdumlichen Bezug zum
Schnittverlauf.
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2.7 Auflistung der Materialien
2.7.1 Reagenzien und Chemikalien
Bezeichnung

AEC Broad Spectrum Kit ZytoChem HRP-S-008
Athanol 99%ig (vergillt)

anti-Kollagen-VII- Antikorper, C 6805
anti-Laminin Antikorper, clone LAM-89, L 8271
Bleicitrat

Cacodylatpuffer Lossung

Calciumchlorid Losung

DDSA (Dodecenylbernsteinsdureanhydrid)
Diluentpuffer

DMP-30 (2,4,6-Tris-(dimethylaminomethyl)-phenol
Eosin Y

Epon 812 (Glycidether 100)

Fuchsin basisch

Glutaraldehyd

Meyers Hdmalaun

MNA (Methylnorbornen-2,3-dicarbonséureanhydrid)
Natrium-Chlorid Losung 0,9%ig
Natrium-Hydroxid (NaOH) Losung
Natrium-Hydroxid (NaOH) Plittchen
Natrium-Borat

Osmium-Tetroxid Losung

Paraformaldehyd

PBS (Phosphat Buffered Saline)

Propylenoxid

Proteinase K, Code S 3004

Toluidinblau O

Uranylacetat

Wasserstoff-Peroxid (H,O,)

Xylol
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Hersteller

ZytoMed GmbH

Alkohol Handels Kontor

Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Serva GmbH

Sigma-Aldrich GmbH
Serva GmbH

Sigma-Aldrich GmbH
Serva GmbH

Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Serva GmbH

Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH

DakoCytomation GmbH

Sigma-Aldrich GmbH
Sigma-Aldrich GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Land

Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
Deutschland
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2.7.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller Land
Coverplates Shandon Thermo Electron USA
Deckglaser Menzel GmbH Deutschland
Einbettkassetten Carl Roth GmbH Deutschland
Einschlussmedium Aquatex Merck GmbH Deutschland
Einschlussmedium Depex Serva GmbH Deutschland
Histodiamanten Diatome AG Schweiz
Kupfergrids 200 mesh (hexagonal, fine bar) Science Services GmbH Deutschland
Objekttriager SuperFrost Plus Menzel GmbH Deutschland
Parafilm M Brand GmbH Deutschland
Skalpellklingen Herkenrath GmbH Deutschland
Spritzen-Vorsatzfilter Millipore GmbH Deutschland
2.7.3 Laborgeriite

Bezeichnung Hersteller Land
Einbettungsautomat Medim GmbH Deutschland
Kiihlplatte EG 1150 C Leica Instruments GmbH Deutschland
Lichtmikroskop Eclipse E 200 Nikon Instruments Japan
Lichtmikroskop Leitz DMR Leica Instruments Deutschland
Mikrotom Jung RM 2055 Leica Instruments Deutschland
Operationsmikroskop Universal S3 Zeiss AG Deutschland
Paraffinspender Histoembedder Leica Instruments GmbH Deutschland
Schiittler IKA Labortechnik GmbH Deutschland
Transmissionselektronenmikroskop LEO 912 AB Zeiss AG Deutschland
Trockenschrank Memmert GmbH Deutschland
Ultramikrotom Ultracut E Leica Instruments GmbH Deutschland
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3.1 Handhabbarkeit des PDS

Das PDS lieB sich zuverldssig und ohne Schwierigkeiten aus seinen Einzelkomponenten
zusammenbauen.

Die Einheit aus Klingenhalter und Klinge fand in der vorgesehenen Aussparung im Schneide-
kopf Platz. Der Schneidekopf lieB sich gemeinsam mit dem Klingenhalter am Gehduse einra-
sten.

Der Saugring konnte in allen Féllen, unter Erzeugung eines Unterdruckes tiber den Vakuum-
Konnektor, im Limbusbereich der Bulbi fixiert werden. An letzterem lie3 sich der Schneide-
kopf miihelos in Position bringen. Nach Herstellung der Verbindung zwischen Saugring und
Gehéuse tiber das hierfiir vorgesehene bandférmige Verbindungsglied wurde jeweils der Ke-
ratomschnitt durchgefiihrt. In einem Fall, bei Anwendung an einem humanen Bulbus (Prépa-
rat HH;, 9), lief der Schneidevorgang nur unvollstindig und damit nicht ordnungsgemalf ab.
Der Prozess des Vorgleiten und der Oszillationen stoppte plotzlich nach etwa der Hilfte der
Strecke. Alle anderen, vorhergehenden wie nachfolgenden Schneidevorgdnge mit dem PDS
liefen hingegen vollsténdig ab.

Nach Losen des Unterdruckes lie8 sich der Saugring und mit ihm die gesamte PDS-Einheit
jeweils ohne Schwierigkeiten vom Auge 16sen und abheben.

3.2 Ergebnisse unter Verwendung von Schweinehornhiuten

3.2.1 Orientierende Begutachtung vor und nach Verwendung des PDS

Es wurden n, = 6 porkine Hornhautpraparate (HH, 1 bis 6) ausgewihlt. Alle zeigten bei orien-
tierender Betrachtung unter dem Operationsmikroskop vor Anwendung des PDS eine ge-
schlossene Epitheldecke.

Nach erfolgtem Keratomschnitt und der Entfernung von Keratom und Saugring zeigten sich
5 der 6 Hornhautpréparate in der orientierenden Begutachtung unter dem Operationsmikro-
skop von einer regelméfigen und zusammenhiangenden Epithelschicht bedeckt. Eine schlitz-
formige Kontinuitdtsunterbrechung des Epithelverbandes war an all diesen Préparaten in dem
Bereich sichtbar, an dem der Keratomschnitt begonnen worden war. Dieser Bereich entsprach
der vom PDS erzeugten Taschen6ffnung, dem Bereich also, in dem die Schnittkante der PDS-
Klinge das Epithel schlitzartig durchtrennt hatte. Ein porkiner Bulbus (HH, 2) schien nach
Entfernung des PDS im zentralen Bereich keine Epithelbedeckung mehr zu besitzen.
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Auf zusitzliche mechanische Manipulationen oder MaBBnahmen, wie beispielsweise eine An-
farbung der Oberfliche mit Fluoreszein zur weitergehenden Evaluierung des Zustandes der
Epitheldecke, sollte an dieser Stelle - vor den weiteren histologischen Priparationsschritten -
verzichtet werden.

3.2.2 Lichtmikroskopie der porkinen Priparate
Bei der lichtmikroskopischen Auswertung hatten 5 von 6 porkinen Schnitten ein durchgehend
6- bis 9-schichtiges Epithel.

Vier von 6 Praparaten wiesen einen durchgehend regelméBigen Verlauf des Keratomschnittes
im Grenzbereich von Epithelbasis, Basalmembran und angrenzendem Stroma auf. Die Abb.
3-1 zeigt ein solches HE-gefarbtes Hornhautpriparat.

Abb. 3-1: Ausschnitt des Priparates HH, 3.1 (/inks Objektiv mit 10facher,
rechts mit 40facher VergroBerung)

Bei einem Priparat fanden sich auf der stromalen Schnittseite vereinzelte Uberreste basaler
Epithelzellen (HH, 6). Bei einem weiteren (HH, 1) verlief der Schnitt streckenweise intraepi-
thelial, beziehungsweise oberfldchenparallel durch superfizielle Epithelschichten hindurch.

Fiinf der sechs Schnitte (HH, 1, 3, 4, 5, 6) verfiigten iiber einen an das Préparat assoziierten
Epithelflap. Sie zeichneten sich zudem durch ein durchgehend 6- bis 9-schichtiges Epithel
aus. Diese Schichtzahl lag sowohl im Bereich des Flaps als auch auBlerhalb des Schnitt-
bereiches des Keratoms vor.

Bei Praparat HH, 2 war kein Flap auf dem Objekttridger nachweisbar. Dieses hatte allerdings
nach der PDS-Anwendung bereits dem makroskopischen Anschein nach keine Epithelbe-
deckung mehr aufgewiesen (vgl. Kap. 3.2.1). Lichtmikroskopisch zeigte sich bei HH, 2 im
noch epithelial bedeckten Randbereich eine reduzierte Epithelhdhe von nur 3 bis 4 Schichten
und eine unregelméBige epitheliale Oberfliche. Dies deutete auf einen reduzierten Epithelzu-
stand bereits vor dem Keratomschnitt hin.
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3.2.3 Immunhistochemische Anfirbung der porkinen Priparate

Unter den porkinen Schnitten wurden zwei Priparate (HH, 3 und 6), die lichtmikroskopisch
einen regelmiBigen Schnittverlauf unterhalb des Epithels gezeigt hatten und {iber einen
epithelialen Flap verfiigten, fiir die immunhistochemische Anfarbung mit Kollagen-VII und
Laminin ausgewéhlt.
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Abb. 3-2: Anfarbung von Kollagen-VII peripher des Schnittbereiches des PDS
(links HH,, 6, rechts HH,, 3)

Die Anférbung von Laminin war bei diesen Priaparaten nicht erfolgreich. Es zeigte sich weder
eine lokalisierte, noch diffuse Rotfarbung der Schnitte. Die identisch behandelten Positivkon-
trollen - ein humanes Tonsillenpriparat fiir die Markierung von Laminin und ein humanes
Hautpriparat fiir die Markierung von Kollagen-VII - lieBen eine Rotfirbung in jeweils
adidquater Lokalisation erkennen. Bei der Immunmarkierung von Kollagen-VII zeigten die
Schweine-Préparate auflerhalb, das heif3t peripher des Schnittbereichs des Keratoms, eine li-
neare Anfarbung unterhalb des Epithels (Abb. 3-2). Im Bereich des Keratomschnittes befand
sich die Féarbung bei Praparat HH, 3 ausschlieBlich auf der stromalen Seite des Schnittes
(Abb. 3-3).

Bei dem zweiten Praparat (HH, 6) war es wihrend des Préparationsvorganges zu einem parti-
ellen Wiederanlegen des epithelialen Flaps an die stromale Schnittseite gekommen. In dem
Bereich, wo die beiden Schnittseiten nicht aneinanderlagen, zeigte sich die Anfirbung eben-
falls ausschlieBlich auf der stromalen Seite. In den anderen Abschnitten dieses Préparates war
eine eindeutige Zuordnung der linearen Anfarbung zu einer bestimmten Schnittseite nicht
moglich.

Die beiden vom PDS erzeugten Keratomschnitte — zumindest die auf den Objekttragern vor-
liegenden Abschnitte - zeigten somit einen Verlauf oberhalb des Stromas im Bereich von
Basalmembran und Epithelzellbasis.
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Abb. 3-3: Markierung von Kollagen-VII auf der stromalen Seite des Keratomschnittes
(HH, 3). Die Basalzellen erscheinen ausgefranst.

3.24 Elektronenmikroskopie der porkinen Priparate

Ein porkines Hornhautpridparat (HH, 1) wurde fiir die elektronenmikroskopische Untersu-
chung ausgewihlt. Es hatte zuvor lichtmikroskopisch einen Schnittverlauf gezeigt, der
streckenweise intraepithelial durch oberfldchliche Epithelschichten verlief.

Bei der zweiten, fiir die Elektronenmikroskopie verwendeten Hornhauthilfte dieses Pripara-
tes zeigte sich im Vergleich bereits lichtmikroskopisch an den Semidiinnschnitten ein tieferer
Schnittverlauf, im Grenzbereich von Epithelbasis, Basalmembran und oberfldchlichem Stro-
ma. Ein abgrenzbarer Epithelflap war vorhanden.

Die folgenden rdumlichen Angaben beziehen sich auf die Lage des jeweiligen Priparates in
der vom Keratom zu erzeugenden Epitheltasche:

Das aus dem Bereich der Taschenmitte stammende Préparat (HH, 1.1) verfiigte liber einen
Schnittverlauf nahe der hemidesmosomalen Anheftung (Abb. 3-4, *) durch Basalzellen (E)
hindurch. Der im Bereich des seitlichen Taschenrandes entnommene Anschnitt (Abb. 3-5)
zeigte ebenfalls einen Verlauf des Keratomschnittes durch die Basis der Basalzellen. Beim
dem Taschenende zuzuordnenden Prédparat (HH, 1.3) verlief der Schnitt unmittelbar entlang
der epithelialen Basalmembran (+) unter Durchtrennung der hemidesmosomalen Anheftung
der Basalzellen (Abb. 3-6).
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Abb. 3-4: Schnittverlauf durch Basalzellen bei Praparat HH,, 1.1
(ST: Stroma; +: Basalmembran; *: Hemidesmosomen; E: Basalzelle)

Abb. 3-6: Schnittverlauf entlang der Basalmembran (+) bei HH,, 1.3
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3.3 Ergebnisse unter Verwendung von humanen Hornhiuten

3.3.1 Orientierende Begutachtung vor und nach Verwendung des PDS

Es kamen n, = 19 menschliche Bulbi zur Verwendung (HH;, 7 bis 25). Die Post-mortem-
Zeiten betrugen zwischen 3,5 und 6 Tagen. Die Bulbi hatten sich wéahrend des Transportes
einzeln in Feuchtbehiltern befunden und waren dabei unmittelbar von feuchten Kompressen
umbhiillt gewesen.

Vor Verwendung des PDS zeigte ein GroBteil (17 von 19) der Bulbi bei der orientierenden
Betrachtung unter dem Operationsmikroskop zwar eine zusammenhéingende korneale Epithel-
decke. Sie wies allerdings bei 10 Pridparaten eine unregelmiflige und gestippte Oberflache
auf. Sieben Bulbi schienen bei der orientierenden Betrachtung iiber eine regelméBige
Epithelbedeckung zu verfiigen.

Die zwei librigen Hornhdute zeigten eine zentrale Erosio mit einer Ausdehnung von 2 x 2 mm
bei ansonsten regelmaBiger epithelialer Oberflache. Sie wurden dennoch fiir die Erprobung
des Keratoms herangezogen.

Auf eine Anfarbung der Hornhédute mit Fluoreszein zur genaueren Evaluierung des Epithelzu-
standes vor und nach Verwendung des PDS musste aufgrund der nachfolgend durchzufiihren-
den Anfarbungen und Immunmarkierungen verzichtet werden.

Die fiir diese Arbeit bereitgestellten humanen Priparate verfligten somit bereits zu Beginn
tiber eine reduzierte Qualitdt. Daher sind die vorliegenden Ergebnisse an den humanen Horn-
hiuten von beschrinkter Aussagekraft. Es war damit zu rechnen, dass das Schneideverhalten
unter dem PDS durch den Zustand der Hornhdute beeinflusst wurde. In der Diskussion (vgl.
Kapitel 4.4.2.2) soll hierauf detailliert eingegangen werden.

Bei einem Priparat (HH, 9) stoppte die Schneidevorgang durch das PDS aufgrund eines tech-
nischen Defekts nach etwa der Hilfte des Schnittes. Das Praparat wurde darauthin verworfen.

3.3.2 Lichtmikroskopie der humanen Priparate

Es wurden n, = 18 humane Hornhautpréiparate lichtmikroskopisch untersucht. Bei allen Pré-
paraten war die Epithelhdhe zumindest teilweise reduziert. Das Epithel war meist nur 3- bis 4-
schichtig mit Schwankungen der Dicke auch innerhalb eines Priparates. Dies galt sowohl fiir
den Flap (in den Féllen, in denen ein solcher vorhanden und damit beurteilbar war) als auch
fiir die peripheren Epithelanteile auBBerhalb des PDS-Schnittbereiches. In allen Praparaten fan-
den sich in unterschiedlicher Auspriagung ein Epithelodem, sowie Epithelzellen mit vakuola-
rem avitalen Erscheinungsbild (Abb. 3-7 und 3-11, Pfeile).
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Abb. 3-7: Abtrennung gleichmifBig im Bereich von Basalmembran und Bowman- Membran
(HH, 23). Assoziierter Flap aus 3-schichtigem Epithel. Pfeile: avitale, vakuoldr verdnderte
Epithelzellen.

Von insgesamt 18 Préparaten zeigten 12 durchgehend eine vollstindige Abtrennung des
Epithels im lichtmikroskopisch nicht eindeutig differenzierbaren Grenzbereich von Epithel-
zellbasis, Basalmembran und oberflichlicher Bowman-Membran. Die Abbildung 3-7 zeigt ei-
nen solchen Schnitt (HH; 23) mit anhdngendem Flap. Drei Praparate (HH, 10, 13, 14) wiesen
bei ansonsten identischem Verlauf einige Uberreste von Epithelzellen auf der stromalen Seite
des Schnittes auf (Abb. 3-8). Bei 2 Priparaten (HH;, 8 und 18) verlief der Schnitt partiell ober-
flichenparallel durch Epithelzellschichten hindurch (Abb. 3-9).

Bei allen zuvor genannten Priparaten (17 von 18) zeigte sich die Bowman-Membran unter-
halb der Schnittkante, beziechungsweise auf der stromalen Seite des Schnittes als durchgehen-
de Schicht erhalten.

Lediglich in einem Fall (HH; 24) lag ein Einschnitt in das Stroma (Abb. 3-10).

Bei 12 (von 18) Schnitten konnte lediglich die Stromaseite des Priparates beurteilt werden.
Ein epithelialer Flap war auf dem Objekttridger nicht nachzuweisen.

Sechs der 18 Prédparate wiesen hingegen einen epithelialen Flap auf. In zwei Fillen (von die-
sen 6) lag der Flap abgetrennt vom stromalen Hornhautanteil separat auf dem Objekttriager.
Die Préparate, die iiber einen epithelialen Flap verfiigten, entstammten vornehmlich jenen hu-
manen Bulbi, die vor Anwendung des PDS makroskopisch iiber eine durchgehend regelmafi-
ge Epithelbedeckung verfiigt hatten. Auch bei Priaparat HH, 8, bei dem vor dem PDS-Schnitt
eine zentrale Erosio vorgelegen hatte, war ein anhdngender Flap vorhanden.

Bei allen 10 Praparaten, die vor Verwendung des PDS ein unregelmafBiges, welliges und ge-
stipptes Epithelrelief gezeigt hatten, fand sich nach dem Keratomschnitt lichtmikroskopisch
kein Flap auf dem Objekttréiger.
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Abb. 3-8: Epithelreste auf der Stromaseite des Schnittes (/inks HH,, 10, rechts HH,, 14)

Abb. 3-9: Der Schnitt verlduft streckenweise durch die Epithelzellschicht (HH; 18)

Abb. 3-10: Stromaler Einschnitt bei Praparat HH,, 24
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333 Immunhistochemische Anfirbung humaner Priparate

Bei insgesamt 4 humanen Praparaten (HH, 18, 19, 22, 23), die in der lichtmikroskopischen
Durchsicht iiber einen epithelialen Flap verfiigten, wurden immunhistochemische Markierun-
gen von Laminin und Kollagen-VII vorgenommen.

Bei der Markierung von Laminin zeigten die Praparate auflerhalb des Schnittbereiches des
Keratoms eine lineare Rotfarbung unterhalb der basalen Epithelzellen. Dies entspricht der Lo-
kalisation von Laminin in der Basalmembran. Zudem zeigte sich eine dezente zytoplasmati-
sche Anfiarbung der Basalzellen (Abb. 3-11 links) gemiB der hier erfolgenden Synthese von
Laminin.

Die Markierung von Kollagen-VII ging im Bereich der nicht geschnittenen Hornhaut wie bei
den Schweineprdparaten mit einer linearen subepithelialen Markierung einher (Abb. 3-11
rechts). Dies korrespondiert mit der Lokalisation von Kollagen-VII in der Bowman-Mem-
bran.

R = S

Abb. 3-11: Links Markierung von Laminin, rechts Markierung von Kollagen-VII (HH; 18)
auBlerhalb des Schnittbereiches des PDS. Pfeile: avitale, vakuoldr verédnderte Epithelzellen

Im Schnittbereich des Keratoms zeigten 2 Préparate (HH; 18 und 19) bei der Laminin-Mar-
kierung eine lineare Rotfdrbung sowohl auf der epithelialen als auch auf der stromalen Seite
des Schnittes. Bei Markierung von Kollagen-VII zeigte sich nur auf der stromalen Seite eine
Anféarbung. Dies entspricht einer Durchtrennung oberhalb der Bowman-Membran im Bereich
von Basalmembran und Epithelzellbasis.

Bei einem Praparat (HH, 22) war eine Anfarbung von Laminin im Bereich des Schnittendes
auf der stromalen und der epithelialen Seite vorhanden, ansonsten befand sich diese lediglich
auf der epithelialen Seite. Eine Anfarbung von Kollagen-VII war nahe dem Schnittende ledig-
lich stromal, im iibrigen Verlauf auf beiden Seiten vorhanden. Dies entspricht einem Kera-
tomschnitt, dessen peripherer Anteil in Hohe von Basalmembran und Epithelbasis, und dessen
zentraler Anteil in der Bowman-Membran verlauft.
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Bei HH,, 23 fiihrte die Markierung von Laminin zu einer flapseitigen Anfarbung (Abb. 3-12
links), die Markierung von Kollagen-VII ging mit einer Rotfarbung auf beiden Seiten des Ke-
ratomschnittes einher (Abb. 3-12, rechts). Letzterer verlief somit innerhalb oberflachlicher
Anteile der Bowman-Membran.

(TR TR S e

Abb. 3-12: Immunfirbung von Laminin (/inks) bzw. Kollagen-VII (rechts) bei HH,, 23

3.34 Elektronenmikroskopie der humanen Priparate

Zwei humane Hornhautpriparate (HH; 7 und 8) wurden elektronenmikroskopisch untersucht.
Da fiir die Elektronenmikroskopie die jeweils andere Hornhauthilfte Verwendung fand, wur-
den hier andere Abschnitte der jeweiligen Hornhdute beurteilt als zuvor bei der Lichtmikro-
skopie.

Das Préparat HH, 8 hatte lichtmikroskopisch einen partiell durch das Epithel verlaufenden
Schnitt gezeigt. Die elektronenmikroskopisch untersuchten Préparate aus der anderen Horn-
hauthilfte verfiigten iiber einen Schnittverlauf im Bereich der Hemidesmosomen der Basal-
zellen (Abb. 3-13).

Bei Priaparat HH;, 7 war lichtmikroskopisch eine Abtrennung des Epithels mit regelmédfBigem
subepithelialen Verlauf zu beobachten gewesen, elektronenmikroskopisch zeigte sich ein
Schnittverlauf in Hohe des Kollagenfasergeflechts der Bowman-Membran (Abb. 3-14).
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Abb. 3-13: Schnittverlauf oberfldchlich der Bowman-Membran (BM), entlang der
Basalmembran (+). Hemidesmosomen (*) wurden durchtrennt (HH, 8)

Abb. 3-14: Schnittverlauf im Bereich der Bowman-Membran (BM) bei HH,, 7

34 Zusammenfassung der Ergebnisse

Insgesamt wurde das PDS bei 25 Bulbi eingesetzt — bei 6 porkinen und 19 humanen Augen.
Der Schneidevorgang mit Vorgleiten der oszillierenden Klinge und anschlieendem Zuriick-
gleiten verlief bei 24 von 25 Augen vollstindig. Diese 24 Augen wurden histologisch unter-
sucht.

Aufgrund der unterschiedlichen Ausgangsqualitdt der Praparate werden die Schneideergeb-
nisse des PDS an Schweine- und Menschenaugen getrennt bewertet.
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3.4.1 Porkine Hornhiute

Unter den Schweinehornhéuten zeigte ein Grofteil (5 von 6 Pridparaten) einen am Taschen-
rand anhingenden Epithelflap. Die Trennlinie zwischen dem Flap und der Stromaseite lag
bei 4 dieser 5 Prédparate gleichmifBig im Grenzbereich von Epithelzellbasis, Basalmembran
und angrenzendem oberflachlichen Stroma. Bei einem Préparat fiihrte der Schnitt strecken-
weise durch das Epithel hindurch.

Die verbleibende Hornhaut, bei der der Flap verloren gegangen war, zeigte stromaseitig eine
regelméBige Schnittkante in Hohe der Basalmembran.

Schnitte, die lichtmikroskopisch an der Grenze von Basalmembran und angrenzendem ober-
flichlichen Stroma verliefen, wurden mit einer immunhistochemischen Markierung und der
Elektronenmikroskopie genauer untersucht. Hierbei zeigten die Keratomschnitte streckenwei-
se Verlaufe in Hohe der Basalmembran, streckenweise etwas oberflachlicher unter Durchtren-
nung beziehungsweise Verletzung basaler Epithelzellen. Eine Verletzung des Stromas durch
die PDS-Klinge lieB sich bei keinem der Préparate nachweisen.

3.4.2 Humane Hornhiute

Bei allen humanen Préparaten zeigte sich eine insgesamt reduzierte epitheliale Schichtenzahl,
und in unterschiedlicher Anzahl Epithelzellen mit vakuoldrem, avitalen Aussehen.

Nach Anwendung des PDS konnte ein epithelialer Flap bei 6 von 18 humanen Hornhduten
nachgewiesen werden. Zwei davon lagen separat, also abgetrennt vom {ibrigen Epithelzellver-
band, auf dem Objekttrager. Bei den iibrigen Hornhduten konnte nach Anwendung des PDS
lediglich die Stromaseite beurteilt werden. Die stromaseitige Schnittkante war bei iiber der
Halfte der Préparate (11 von 18) durchgehend im Grenzbereich von Epithelzellbasis, Basal-
membran und oberflachlicher Bowman-Membran gelegen, einige zeigten streckenweise an-
heftende epitheliale Uberreste (bei 4 von 18), ein partieller Schnittverlauf durch das Epithel
lag bei 2 Priparaten vor. Bei lediglich einem Préparat zeigte sich ein Einschnitt der PDS-
Klinge in das Hornhautstroma (1 von 18).

Lichtmikroskopisch gleichméBige Schnittbereiche unterhalb des Epithels wurden genauer un-
tersucht. In der immunhistochemischen Markierung beziechungsweise der Elektronenmikro-
skopie zeigten sich bei einigen Préparaten Schnittverldufe innerhalb der Basalmembran (HH,
8, 18, 19). Bei anderen (HH, 7, 23) verlief der Schnitt innerhalb der Bowman-Membran. In
einem Fall lag die Schnitt-Tiefe zentral im Bereich der Bowman-Membran, peripher etwas
oberfldchlicher im Bereich der Basalmembran.

Alle Ergebnisse sind stichpunktartig in der Tabelle 3.1 zusammengefasst.
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Tab. 3-1:  Zusammenfassung der Ergebnisse
. . . . . . Elektronen-
Epitheldecke Tage post Lichtmikoskopischer Immunhistochemische . .
Nr. . mikroskopischer
vor PDS mortem Befund Anfiarbung
Befund
Porkine Priparate HH,
Schnittverlauf streckenweise ) Taschenmlt?e und seil.
: S Rand: Schnitt durch EB
HH, ImaBi 0 intraepithelial, ansonsten
1 regelmaBig ,5 regelmiBig im Bereich EB/B - Taschende: entl. der B,
Flap vorhanden einzelne zelluldre
P Uberreste stromaseitig
HH Schnittverlauf regelmafBig im
) ’ regelméBig 0,5 Bereich EB/B
Kein Flap
Schnittverlauf regelmafig im | Kem.e Marklerung von
HH, . . Laminin
regelmaBig 0,5 Bereich EB/B )
3 - Markierung von Koll. VII
Flap vorhanden .
stromaseitig
HH Schnittverlauf regelmafBig im
4 " regelmifig 0,5 Bereich EB/B
Flap vorhanden
Schnittverlauf regelméfig im
HH, . Bereich EB/B
regelmiBig 0,5
5 Flap vorhanden, z.T an
stromale Schnittseite angelegt
Schnittverlauf regelméfig im |- Keine Markierung von
HH, o Bereich EB/B Laminin
regelmiBig 0,5 .
6 Flap vorhanden, z.T an - Markierung von Koll. VII
stromale Schnittseite angelegt stromaseitig
Humane Priparate HH,
HH Schnittverlauf regelmafBig im
- " | Erosio zentral 5 Bereich EB/B/BM - Schnitt im Bereich der BM
Kein Flap
HH Schnittverlauf partiell - Schnitt entl. der B,
8 " | Erosio zentral 5 intraepithelial cinzelne zelluldre
Flap vorhanden, anhéngend Uberreste stromaseitig
HH,
9 " regelméBig 6 Oszillation des Keratoms PDS stoppt nach der 1. Hilfte, HH verworfen.
Schnittverlauf regelmafBig im
ws Bereich EB/B/BM
unregelméBig .
HH, 10 . 5 Kein Flap
wellig . .
Einzelne Epithelzellreste
stromaseitig
unreeelmiBi Schnittverlauf regelmédfig im
HH, 11 g " & 5 Bereich EB/B/BM
wellig Kein Flap
unregelmaBi Schnittverlauf regelméBig im
HH, 12 ; " & 5 Bereich EB/B/BM
wetlie Kein Flap
Schnittverlauf regelmafBig im
wns Bereich EB/B/BM
unregelméBig .
HH, 13 . 5 Kein Flap
wellig

Einzelne Epithelzellreste

stromaseitig
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HH, 14

unregelméaBig
wellig

Schnittverlauf regelmafBig im
Bereich EB/B/BM

Kein Flap

Einzelne Epithelzellreste
stromaseitig

HH, 15

unregelmafig
wellig

Schnittverlauf regelmafBig im
Bereich EB/B/BM

Kein Flap

HH; 16

unregelmaBig
wellig

Schnittverlauf regelmaBig im
Bereich EB/B/BM

Kein Flap

HH, 17

unregelmafig
wellig

Schnittverlauf regelméfig im
Bereich EB/B/BM

Kein Flap

HH, 18

regelméBig

4,5

Schnittverlauf partiell
intraepithelial

ansonsten regelméfig im
Bereich EB/B/BM

Flap vorhanden, anhiingend

Markierung von Laminin
bds. des Schnittes
Markierung von Kollagen-
VII nur stromaseitig

HH, 19

regelméBig

4,5

Schnittverlauf regelmafBig im
Bereich EB/B/BM

Flap vorhanden, abgetrennt

Markierung von Laminin
bds. des Schnittes
Markierung von Kollagen-
VII nur stromaseitig

HH, 20

unregelméBig
wellig

35

Schnittverlauf regelmafBig im
Bereich EB/B/BM

Kein Flap

HH, 21

regelméfig

35

Schnittverlauf regelméfig im
Bereich EB/B/BM

kein Flap

HH, 22

regelmiBig

Schnittverlauf regelmafBig im
Bereich EB/B/BM

Flap vorhanden, anhéngend

am Taschenrand Markierung
von Lam. bds., von Koll. VII
stromaseitig

nach zentral Lam. flapseitig,
Koll. VII bds.

HH, 23

regelmafig

Schnittverlauf regelmafBig im
Bereich EB/B/BM

Flap vorhanden, anhiingend

Markierung von Laminin
flapseitig

Markierung von Kollagen-
VII bds.

HH, 24

regelmafig

Stromaler Einschnitt

Sonst Schnittverlauf
regelméBig im Bereich EB/B/
BM

Flap vorhanden, abgetrennt

HH, 25

unregelméaBig
wellig

Schnittverlauf regelméBig im
Bereich EB/B/BM

Kein Flap
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4 Diskussion

4.1 Eine alloplastische Variante der Epikeratophakie

Die hier vorliegenden Untersuchungen zum Schneideverhalten des Keratoms PDS stehen im
Zusammenhang mit der Entwicklung eines neuen refraktiven Operationsverfahrens.

Ein synthetisches Lentikel, das Onlay, soll zwischen Epithel und Bowman-Membran in die
Hornhaut implantiert werden, um auf diese Weise die korneale Kriimmung zu modifizieren
und Refraktionsfehler zu beseitigen. Es handelt sich also um eine alloplastische Epikerato-
phakie. Die Abtragung kornealer Substanz und ein Einschneiden in das Hornhautstroma soll
vollstindig vermieden werden und die Integritit der unter dem regenerationsfahigen Epithel
gelegenen Hornhautschichten vollstindig erhalten bleiben.

Die Implantation kornealer Onlays konnte zukiinftig als Alternative zu den heute géngigen
refraktiven Eingriffen, insbesondere zu den Excimerlaser-Verfahren wie LASIK und PRK,
dienen, wenn es gelingt, dieses Konzept erfolgreich zu entwickeln und in vivo umzusetzen.

Nachfolgend sollen deshalb die grundlegenden Charakteristika einer Epikeratophakie disku-
tiert werden, sowie potentielle Vorteile, die hieraus fiir das neue Konzept einer alloplastischen
Epikeratophakie erwachsen konnen - seine erfolgreiche Weiterentwicklung bis zur klinischen
Anwendung vorausgesetzt.

4.1.1 Ein additives Verfahren

Ein Hauptmerkmal einer alloplastischen Epikeratophakie ist ihr additiver Charakter. Die Re-
fraktionsdnderung wird durch subepitheliale Addition eines Linsenkorperchens erzielt. Das
korneale Stroma wird weder anteilig abgetragen, noch lamellierend er6ffnet. Die Hornhaut
bleibt somit in ihrer gesamten Dicke erhalten, was sich gegeniiber den subtraktiven, laser-
chirurgischen Eingriffen als vorteilhaft erweisen konnte.

Die Entstehung einer iatrogenen Keratektasie, einer schweren, wenn auch seltenen Kompli-
kation nach PRK und LASIK, sollte dadurch ausgeschlossen sein. Zur Keratektasie kommt es,
wenn nach Excimerlaserabtrag von Hornhautstroma eine zu geringe Restdicke der Hornhaut
verbleibt. Dann kann der intraokulare Druck eine Ausbeulung und damit Kriimmungszunah-
me der destabilisierten Hornhaut hervorrufen (Seiler et al., 1998, S. 312). Die Gefahr einer
Keratektasie ist bei vorbestehendem Keratokonus, bzw. seiner ,, Forme fruste*, sowie auch
bei vorbestehender hoher Myopie gesteigert.

Zur Inzidenz der iatrogenen Keratektasie lassen sich keine genauen Angaben machen. In der
Literatur finden sich diesbeziiglich vor allem Einzelfallberichte und retrospektive Studien
(Pallikaris et al., 2001, S. 1796). Unumstritten ist, dass die Inzidenz in hohem Maf3e von den
Auswabhlkriterien des Operateurs abhingt. Laut Randleman (2003, S. 267) lie3en sich in einer
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retrospektiven Auswertung keine Patienten mit iatrogener Keratektasie identifizieren, bei de-
nen nicht praoperativ erkennbare Risikofaktoren (z. B. geringe Hornhautdicke, ,, Forme fru-
ste “-Keratokonus, hohe Myopie) bestanden hétten.

Die Mindestdicke, bei deren Unterschreitung eine Keratektasie nach LASIK entsteht, ist nicht
vollstindig geklirt. Von den meisten Autoren wird jedoch eine Rest-Dicke des Stromabettes
von mindestens 250 pm nach der Behandlung gefordert, um eine ausreichende biomechani-
sche Festigkeit der Hornhaut zu gewéhrleisten (Seiler et al., 1998, S. 312). Eine prdoperative
Hornhautdicke von weniger als 500 pm gilt als Kontraindikation gegen eine LASIK (Kohnen,
2002, S: 2065).

Durch die Notwendigkeit einer ausreichenden Reststromadicke ist der Substanz-Abtrag in
seinem moglichen Ausmal} begrenzt. Gemédfl der Formel von Munnerlyn (1988, S. 46) ist die
durch Laserablation erzielte Brechkraftinderung AP proportional zur Dicke der abladierten
Stromalamelle a,:

a,=APxd*x 1/3

Hieraus folgt, dass auch das AusmaR der refraktiven Korrektur AP begrenzt ist, das mit den
subtraktiven Lasereingriffen erzielt werden kann. Aus demselben Grund sind diese Eingriffe
auch nur eingeschrankt wiederholbar, da jede erneute Operation mit einem zusitzlichen Ab-
trag von Stroma und einer Reduzierung der verbleibenden Restdicke einhergeht. Man setzt
heute die maximale, durch LASIK korrigierbare Myopie bei -8,0 bis -10,0 dpt an. Bei der Hy-
peropie, bei der im Zentrum kein Material abgetragen wird, liegen die Grenzen der Lasik bei
ca. +3,0 bis +4,0 dpt (gemiB der Richtlinien der KRC, vgl. Kap. 1.4.6).

Fiir ein additives Verfahren wie die alloplastische Epikeratophakie sollten derartige Beschrén-
kungen nicht bestehen. Dies zeigten schon die Erfahrungen mit der klassischen Epikerato-
phakie, die sogar zur Korrektur von Aphakien (im Mittel +15 dpt im Hornhautniveau) einge-
setzt werden konnte (McDonald et al., 1987a, S. 358; Dullaert et al., 1994, S. 9).

Neben diesen Ergebnissen mit homoplastischen Lentikeln konnten auch durch Addition von
synthetischen Lentikeln bereits operative Erfolge erzielt werden. So gelang es Steinert (1996,
S. 135) mit alloplastischen, intrastromalen Inlays (vgl. Kap.1.4.5.3) Aphakien {iber einen
postoperativen Beobachtungszeitraum von 2 Jahren erfolgreich zu korrigieren.

Ausgehend von diesen Erfahrungen sollte auch die alloplastische Epikeratophakie das Poten-
tial besitzen, hohergradige Ametropien auszugleichen. In dieser Eigenschaft konnte sie eine
echte Alternative zu den Verfahren der refraktiven Linsenchirurgie darstellen, die heute als
operativer Standard beim Ausgleich von hoheren Hyperopien ab +4,0 dpt und Myopien ab
-8,0 dpt gelten (vgl. Kap. 1.4.6).

Im Gegensatz zur LASIK sollte auch eine zu geringe korneale Ausgangsdicke (weniger als
500 pm, z. B. bei Keratokonus bzw. seiner ,, Forme fruste ‘) keine Kontraindikation fiir die
Implantation eines Onlays darstellen. Man konnte sich im Gegenteil sogar vorstellen, dass in
solchen Féllen durch Onlays eine Stabilisierung des Stromas erreichbar ist.
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4.1.2 Geringe Invasivitiit

Das vorliegende Konzept zur Implantation kornealer Onlays zeichnet sich gegeniiber den
etablierten refraktiven Operationsverfahren, mit denen es zukiinftig konkurrieren soll, durch
eine geringe Invasivitdt aus.

Die refraktive Korrektur soll bei der alloplastischen Epikeratophakie, im Gegensatz etwa zur
LASIK, nicht intrastromal, sondern unmittelbar subepithelial an der Hornhautoberfldche vor-
genommen werden. Lediglich das Epithel und die epitheliale Basalmembran werden im Rah-
men der Operation in gewissem Umfang geschiadigt. Diese Strukturen verfiigen {iber eine sehr
gute Regenerationsfahigkeit, so dass epitheliale Verletzungen in der Regel ohne zuriickblei-
bende Narben abheilen. Die unter der epithelialen Basalmembran gelegenen Anteile,
Bowman-Membran und Hornhautstroma, die bei Verletzung unter Narbenbildung abheilen
(vgl. Kap. 4.3.1), bleiben hingegen unangetastet. Darin besteht ein Unterschied auch zu PRK,
Epi-LASIK oder LASEK, also den refraktiven Lasereingriffen, bei denen die Ablation sube-
pithelial vorgenommen wird.

Nach Implantation eines Onlay bleibt die Integritit der subepithelialen Hornhautanteile also
vollstidndig erhalten. Das Onlay liee sich bei Bedarf auch wieder entfernen. Nach Reepithe-
lialisierung des dabei entstandenen epithelialen Defektes wire die urspriingliche Anatomie
und Brechkraft wiederhergestellt, worauthin gegebenenfalls ein neues Onlay implantiert wer-
den konnte. Damit handelt es sich bei dem vorliegenden Konzept nicht nur um einen wieder-
holbaren, sondern auch um einen reversiblen Eingriff.

Die Reversibilitdt und die Wiederholbarkeit eines refraktiven Eingriffes sind insofern wiin-
schenswert, als der dioptrische Apparat des Menschen wéhrend des Lebens fortlaufenden
Verianderungen unterliegt, an welche die refraktive Korrektur wiederum anzupassen sein soll-
te. Hierzu zédhlen beispielswiese Verdanderungen der Bulbuslidnge, der kornealen Kriimmungs-
radien oder eine Myopisierung durch eine beginnende Kernkatarakt.

Bei der Korrektur hohergradiger Ametropien wére die alloplastische Epikeratophakie zudem
eine Alternative zur intraokularen Linsenchirurgie, die bei der Behandlung von héhergradi-
gen Ametropien (liber +4,0 dpt bzw. liber -8,0 dpt) heute die einzige Korrekturmoglichkeit
darstellt. Da bei der Implantation von Onlays der Bulbus nicht erroffnet wird, ist das Verfah-
ren im Vergleich mit der Linsenchirurgie weniger invasiv und damit risikodrmer. Ein Risiko
fiir intraokulare Komplikationen, die von iatrogenen Verletzungen intraokularer Strukturen,
tiber Netzhautablosungen bis hin zu schweren Endophthalmitiden (Lohmann et al., 1998, S.
821; Lohmann et al., 2000, S. 1047) reichen konnen, besteht deshalb nicht.
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4.2 Korneale Onlays

4.2.1 Anforderungen an ein synthetisches Implantat

Unterschiedliche synthetische oder biosynthetische Materialien sind zur Herstellung eines
kornealen Implantates vorstellbar. Je nach verwendetem Material ergeben sich isorefraktive
oder heterorefraktive Lentikel. Isorefraktive Lentikel besitzen einen (anndhernd) gleichen
Brechungsindex wie das Hornhautstroma und beeinflussen die korneale Brechkraft daher aus-
schlieBlich durch Kriimmungsidnderung der Hornhautvorderfliche. Andererseits kénnen
heterorefraktive Implantate eingesetzt werden, deren Brechungsindex vom kornealen Stroma
abweicht und die daher eine zusétzliche refraktive Wirkung haben. Sie konnten bei gleicher
Brechkraft diinner als isorefraktive Lentikel sein.

Um durch Implantation eines Lentikels in die Hornhaut eine vorhersehbare und dauerhafte
Korrektur erzielen zu konnen, sind bestimmte Anforderungen an ein solches Implantat zu
stellen. Zundchst muf} es eine hohe Transparenz besitzen, die dauerhaft im kornealen Milieu
fortbesteht. Das Implantat muf3 biokompatibel sein, darf also nicht von Zellen des Immun-
systems als fremd wahrgenommen werden. Andernfalls wiren AbstoBungs- und Entziin-
dungsreaktionen mit GefaBBeinsproBungen in das korneale Stroma bis hin zu einer vollstindi-
gen kornealen Dekompensation denkbar.

Ein Implantat muss sich durch Stabilitit gegeniiber kornealen Proteasen auszeichnen, um kei-
ner enzymatischen Degradation zu unterliegen. Diese konnten einen Umbau des Implantates
(Remodeling) und damit eine Anderung der Brechkraft nach sich ziehen.

Die Versorgung der Hornhaut mit Néhrstoffen wie Glucose geschieht zum iiberwiegenden
Teil aus dem Kammerwasser und somit durch Diffusion, die vom Endothel zum Epithel ge-
richtet ist. Maximal 20% des Glucosebedarfs kann durch Diffusion aus den limbalen Blut-
gefdlen gedeckt werden. Der Tranenfilm enthilt hingegen keine relevanten Mengen von Glu-
cose (Bock & Maumenee, 1953, S. 282; Thoft et al., 1971a, S. 467; Thoft et al., 1971b, S.
685). Hieraus folgt, dass ein korneales Implantat eine ausreichende Porositdt und Permeabili-
tdt besitzen mufl, um einen ausreichenden Néhrstofftransport vom Stroma zum Epithel hin
zuzulassen. Ebenso darf ein intrakorneales Implantat die Sauerstoffversorgung nicht unterbin-
den, welche in umgekehrter Richtung durch Diffusion von der Hornhautoberfliche in das
Stroma erfolgt (Holden & Mertz, 1984, S. 1161; Holden et al., 1984, S. 476).

Das Vorliegen von Poren ist auch erforderlich, um die korneale Sensibilitit nach dem refrak-
tiven Eingriff wiederherzustellen. Sensible Nervenendigungen, welche beim Implantations-
vorgang durchtrennt worden sind, miissen in das Lentikel einsprossen und dieses durchwan-
dern konnen, um sich schlieBlich im Bereich der epithelialen Basalmembran und zwischen
den Basalzellen zu verzweigen.

Ein Onlay darf weiterhin die Re-Epithelialisierung der Oberfldche nicht stéren. Nur dadurch
lasst sich sein dauerhafter Verbleib gewihrleisten. Auch schiitzt ein intaktes Epithel vor dem
Eindringen von Keimen in die Hornhaut.
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SchlieBlich muf3 die Explantation kornealer Implantate zu einem spiteren Zeitpunkt ohne
Schadigung der angrenzenden Hornhautschichten moglich sein, um den refraktiven Eingriff
reversibel und wiederholbar zu machen.

4.2.2 Geschichte der Entwicklung synthetischer Hornhautimplantate

Viele Ophthalmologen haben bis heute an der Entwicklung und Herstellung intrakornealer
Implantate gearbeitet. Biologische Lentikel wurden aus humanen Spenderhornhéduten herge-
stellt (Epikeratophakie und Keratophakie, vgl. Kap. 1.4.5). Diese waren nicht langfristig
biostabil, da sie einer enzymatischen Degradation durch die Proteasen der Empfanger-Kerato-
zyten unterlagen. Hierdurch ergab sich hdufig eine ausgeprégte Regression, also das Nachlas-
sen des refraktiven Effektes. Die Korrektur der Brechkraft war dadurch ungenau und vor dem
Eingriff nur bedingt kalkulierbar. Weitere Nachteile bei der Verwendung von humanem
Spendermaterial bestanden im schwierigen Herstellungsverfahren auf der Drehbank und in
der begrenzten Verfiigbarkeit von Spenderhornhéduten (vgl. Kap.1.5.2).

Auch andere biologische Materialien wurden zur Herstellung kornealer Implantate verwendet
und im Tierexperiment untersucht. Beziiglich der Anfilligkeit gegeniiber enzymatischen Um-
und Abbauvorgingen zeigten sich dhnliche Ergebnisse wie bei der Verwendung von Horn-
haut-Lentikeln. Dupont entwickelte Inlays aus humanem plazentarem Kollagen-IV. Diese er-
wiesen sich bei Implantation in Hunde-Hornhdute zwar als biokompatibel (Dupont et al.,
1989, S. 251), nach langeren Beobachtungsintervallen lie sich jedoch im Randbereich sol-
cher Implantate ultrastrukurell ein Abbau durch korneale Proteasen nachweisen (Thompson et
al., 1991, S. 240; Thompson et al., 1993, S. 35).

Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde bereits in den 1950er und 60er Jahren an der Ent-
wicklung synthetischer Alternativen gearbeitet. Im Tierexperiment wurden wasserundurchlés-
sige, starre PMMA-Linsen untersucht, welche intrastromal implantiert wurden. Mit diesen
traten AbstoBungsreaktionen und ausgeprégte trophische Stérungen der vorderen Hornhautla-
melle auf, sowie Druckatrophien und reaktive Triibungen im angrenzenden Stroma
(Barraquer, 1966, S. 53; Choyce, 1966, S. 507; Choyce, 1968, S. 295). Bei Verwendung fene-
strierter Lentikel waren die trophischen Schéden geringer.

Choyce und andere experimentierten mit Polysulfon-Implantaten (Choyce, 1985, S. 332;
Kirkness & Steele, 1985, S. 811). Aufgrund des hohen Brechungindexes dieses Polymers von
1,633 versprach man sich refraktive Korrekturen mit sehr diinnen Lentikeln, welche die
Kriimmung der Hornhautoberfldche nicht wesentlich verdndern (McCarey et al., 1987; Lane
et al., 1986, S. 50). Der Einsatz dieses Materials wurde in verschiedenen tierexperimentellen
Modellen sowie auch in klinischen Studien an humanen Hornhduten erprobt. Wie schon bei
PMMA traten bei Verwendung solider Polysulfon-Implantate in klinischen Langzeitbeobach-
tungen Epithelschidden, ausgeprigte stromale Triilbungen und Ablagerungen vor dem Implan-
tat auf, selten auch aseptische Nekrosen des vorderen Stromas (Climenhaga et al., 1988, S.
818; Deg & Binder, 1988, S. 506; Rodrigues et al., 1990, S. 32; Horgan et al., 1996, S. 1045).
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Nach Fenestrierung der Lentikel wurden diese durch mangelnde Néhrstoffversorgung beding-
ten Verdnderungen in geringerem Mal3e beobachtet.

Als besonders vielversprechend galten Lentikeldesigns aus hydrophilen Gelen, den so ge-
nannten Hydrogelen, die fiir Wasser, Elektrolyte, Glucose und Molekiile des Citratzyklus per-
meabel sind (Refojo, 1969, S. 333; Dohlman et al., 1967, S. 252). Aus solchen Hydrogelen
waren bereits zu Beginn der 1970er Jahre erfolgreich flexible Kontaktlinsen hergestellt wor-
den.

Mester implantierte Lentikel aus hydrogelem HEMA (Hydroxy-Ethyl-Meth-Acrylat) in
Kaninchen-Hornhdute (Mester et al., 1974, S. 326, Mester et al., 1978, S. 207). Trophische
Storungen der vorderen Hornhautlamelle und Immunreaktionen wurden iiber einen Zeitraum
von 6 Wochen postoperativ nicht beobachtet. Zudem entsprachen die postoperativen Refrak-
tionsdnderungen den priaoperativen Erwartungen. In-vitro-Versuche zeigten eine gute Permea-
bilitdt fiir Glucose.

Auch McCarey et al. (1982, S. 29) implantierten Hydrogel-Lentikel in Kaninchen-Hornhéute
und berichteten iiber einen Beobachtungszeitraum von 11 Monaten iiber anhaltende Transpa-
renz der Implantate. Histologisch lieBen sich bei den anfanglich verwendeten Lentikelversio-
nen im Bereich der Implantatrander haufiger stromale Ausdiinnungen beobachten (McCarey
& Andrews, 1981, S. 107), seltener Keratitiden mit der Entstehung von Vaskularisationen, die
bis hin zu Ulzerationen und zur Extrusion der Implantate fiihrten (Ohrloff et al., 1984, S.
422). Durch Verdnderung des Lentikeldesigns, besonders im Bereich der Implantatrinder,

konnte das Auftreten solch schwerer Komplikationen deutlich reduziert werden (Beekhuis et
al., 1986, S. 192).

Werblin implantierte Hydrogel-Lentikel erstmalig in Hornhdute von Primaten (Werblin et al.,
1984a, S. 1127; Werblin et al., 1984b, S. 197). Sie waren liber eine Dauer von 5-8 Jahren bio-
kompatibel und anhaltend transparent (Werblin et al., 1992b, S. 12; McDonald et al., 1993, S.
213), so dass erste in-vivo-Versuche an humanen Hornhéduten folgten. Auch hier waren die
Hydrogele biokompatibel (Werblin et al., 1992a, S. 23; Steinert et al., 1996, S. 135; Keates et
al., 1995, S. 519).

Bei Langzeitbeobachtungen an Tier und Mensch traten dezente stromale Triibungen auf. Hi-
stologisch fand sich eine Verdiinnung des Epithels (Yamaguchi et al., 1984, S. 1170), eine
Abnahme der Keratozytenzahl (Peiffer et al., 1985, S. 1294), vakuolige Einschliisse in den
Keratozyten (Parks & McCarey, 1991, S. 216), kristalline und lipoidale Einlagerungen (Parks
et al., 1993, S. 29; Rodrigues et al., 1990, S. 32), sowie eine erhohte Fibroblastenaktivitit in
der Umgebung der Implantate (McDonald et al., 1993, S. 213). Epitheliale Einschliisse, die
gelegentlich im Interface zwischen Stroma und Implantat nachweisbar waren (Beekhuis et al.,
1987, S. 116; Alio et al., 2004, S. 1441), wurden mit dem intraoperativen Einschleppen von
Epithelzellen, etwa bei Ausfilhrung des lamelldiren Keratomschnittes oder beim Einbringen
des Lentikels, erklart.
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4.2.3 Stand der Entwicklung synthetischer Hornhautimplantate

In den letzten Jahren entstanden einige Arbeiten {iber die korneale Néhrstoffversorgung nach
Lentikelimplantation. Dies geschah mit dem Ziel, den nutritiven Bediirfnissen des vorderen
Stromas und des Epithels Rechnung zu tragen. Sweeney et al. (1998, S. 284) konnten zeigen,
dass intrastromale Membranen eine bestimmte Porengréfle und —dichte aufweisen miissen,
um den Nihrstoffbedarf der vorderen Hornhautanteile sicherzustellen. Der experimentell
ermittelte, notwendige Porendurchmesser lag mit 100 nm deutlich {iber dem Wert, der fiir die
Diffusion von kleinen Molekiilen wie Glucose erforderlich gewesen wire. Sie folgerten
daher, dass korneale Implantate die Passage deutlich groerer Molekiile als Glucose zulassen
miissen, um die dauerhafte Integritit des Epithels und vorderen Stromas sicherzustellen.

In den letzten Jahren wurden Implantate aus verschiedenen neuen Hydrogel-Polymeren mit
hohem Wassergehalt und verbesserter Nahrstoff-Permeabilitdt entwickelt, die teils im Tier-
versuch, teils bei menschlichen Probanden eingesetzt wurden (Ismail, 2002, S. 527; Peyman
et al., 2005, S. 389). Sweeney und Mitarb. (2008, S. 56) entwickelten ein Fluoropolymer, das
so genannte Perfluoropolyether (PFPE), welches nach tierexperimentellen Studien bei Kanin-
chen, Katzen und Schweinen bereits als Inlay im Rahmen einer klinischen Phase-1-Studie un-
tersucht wurde.

Die neuen Materialien besallen iiber Beobachtungszeitrdume von bis zu 2-3 Jahren hin eine
hohe Biostabilitdt und Biokompatibilitit. Entziindungsreaktionen und Vaskularisationen blie-
ben aus. Es wurde lediglich die Ausbildung von geringgradigem Haze beobachtet (Petroll et
al., 2006, S. 1119; Sweeney et al., 2008, S. 56). Histologisch zeigte sich an Kaninchenhorn-
hduten mit PFPE-Inlays eine leicht reduzierte Epithelhohe mit durchschnittlich fiinf Zell-
schichten (gegeniiber normalerweise sechs) und eher kubischen anstatt der normalerweise
hochprismatischen Basalzellen.

Die Anforderungen an Biostabilitdt, Biokompatibilitit sowie ausreichende Permeabilitét fiir
Néhrstoffe wurden genannt. Wenn ein kiinstliches Lentikel nicht intrastromal, sondern als
Onlay unmittelbar unter das korneale Epithel implantiert wird, muf} es dariiber hinaus eine ra-
sche Epithelialisierung seiner Oberfliche und dauerhaft die Adhésion des Epithels und dessen
mehrschichtigen Zusammenhalt ermdglichen. Bei der anfanglichen Verwendung unbeschich-
teter Hydrogel-Implantate im Rahmen einer alloplastischen Epikeratophakie lief3 sich in vivo
keine ausreichende Epithelialisierung erzeugen (McDonald, 1988, S. 158).

Deshalb wurde an der Entwicklung verschiedener Oberflichenmodifikationen gearbeitet
(Latkany et al., 1997, S. 29; Trinkaus-Randall et al., 1997, S. 1185; Merrett et al., 2001, S.
647). In-vitro-Experimente deuteten darauthin, dass ein Onlay grundséitzlich pords sein muss,
damit sich an seiner Oberfldche ein mehrschichtiger Epithelzellverband mit hemidesmosoma-
len Anheftungskomplexen ausbilden kann (Dalton et al., 1999, S. 384). Entscheidend scheint
dabei die GroBe und Dichte der Kontinuititsunterbrechungen. Poren von 100 nm, wie sie fiir
den Nahrstofftransport erforderlich sind, waren in vitro kein Hindernis fiir die Ausbildung ei-
nes mehrschichtigen Epithels (Evans et al., 1999, S. 485; 2003, S. 357). Poren mit einem
Durchmesser iiber 1 um wirkten sich hingegen auf die Epithelialisierung ungiinstig aus.
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Besonders viel versprechende Ergebnisse konnten in vivo mit pordsen Oberflichen erzielt
werden, die zusitzlich mit Kollagen-I beschichtet sind (Sweeney et al., 2003, S. 3301).

Es konnte gezeigt werden, dass sich eine derartige Beschichtung (Coating) nicht negativ auf
die Néhrstoffdiffusion durch ein korneales Implantat auswirkt (Xie et al., 1999, S. 335). Bei
Versuchen an felinen Hornhduten konnte eine schnelle Epithelmigration auf der Oberflache
Kollagen-I-beschichteter Onlays aus PFPE nachgewiesen werden (Evans et al., 1998, S. S40;
2000, S. 1674). Es bildete sich ein mehrschichtiges Epithel, das iiber eine mehrwochige Studi-
endauer erhalten blieb. Die Zahl der Zellschichten war mit 5 (gegeniiber den 10-12 Schichten
des normalen felinen Hornhautepithels) allerdings reduziert. Im Interface von Epithel und On-
lay lieBen sich immunhistochemisch die Basalmembranbestandteile Laminin und Kollagen-
VIl nachweisen, sowie elektronenmikroskopisch die Ausbildung einer Basalmembran und he-
midesmosomaler Plaques.

Weitere Studien zur Implantation der aktuellen Lentikelmodelle insbesondere in humane
Hornhdute werden erforderlich sein. Dabei wird insbesondere zu priifen sein, ob diese, anders
als frithere Implantatversionen, dauerhaft die vorderen Hornhautanteile mit Nahrstoffen ver-
sorgen konnen. Thre bestindige Biokompatibilidt hdangt hiervon maf3geblich ab.

Mehr Erfahrungen — bis hin zu klinischen Phase-1-Studien — konnten bisher mit synthetischen
Lentikeln als Inlays gesammelt werden. Ob die Erfahrungen auf beschichtete Onlays {iber-
tragbar sind, und letztere die fortbestehende Adhésion eines intakten Epithelzellverband und
dessen Versorgung mit Néhrstoffen gewéhrleisten konnen, werden klinische und histologisch-
ultrastrukturelle Langzeituntersuchungen zeigen miissen.

4.3 Erzeugung einer subepithelialen Tasche

Neben den genannten Anforderungen an dauerhaft subepithelial bzw. epistromal positionierte
synthetische Lentikel ist die Herstellung einer subepithelialen Hornhauttasche zur Unterbrin-
gung und Befestigung des Lentikels die herausfordernde Voraussetzung fiir den Erfolg des
neuen operativen Ansatzes einer alloplastischen Epikeratophakie. Dieser erste Schritt wurde
deshalb in dieser Arbeit untersucht.

Es war daher die Aufgabe dieser Arbeit, das Schneideverhalten eines neuen Keratoms, des
Pocket-Delaminator-Systems, zu untersuchen, mit dem in der Hornhaut eine solche subepi-
theliale Tasche fiir korneale Onlays erzeugt werden soll. Die Anforderungen, die an die Her-
stellung einer derartigen Tasche gestellt werden, sollen nachfolgend dargelegt werden.

Zunichst soll dabei auf die Besonderheiten der kornealen Wundheilung eingegangen werden.
Denn Wundheilungsvorginge haben nach refraktiven Eingriffen einen entscheidenden Ein-
fluss auf das Ausmal und die Dauerhaftigkeit der erzielten Korrektur sowie auf die fortbeste-
hende Transparenz der Hornhaut.
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4.3.1 Wundheilungsvorginge in der Hornhaut

Wihrend rein epitheliale Léasionen der Hornhaut in der Regel reversibel sind, fithren Verlet-
zungen von Bowman-Membran und Hornhautstroma zu einem Verlust des urspriinglichen, re-
gelmiBigen Aufbaus dieser Anteile. Die zugrunde liegenden Wundheilungsvorgidnge lassen
sich in epitheliale und stromale Prozesse unterteilen, die miteinander in enger Verbindung ste-
hen.

Bei einer epithelialen Schidigung werden Zytokine und Wachstumsfaktoren wie Interleukin- 1
(IL-1), Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a), der epitheliale Wachstumsfaktor (EGF) und der
transformierende Wachstumsfaktor B (TGF-B) von Epithelzellen ausgeschiittet (Mohan et al.,
1997, S. 575; Jester et al., 2002, S. 645). Sie 16sen nach Bindung an Rezeptoren benachbarter
unbeschidigter Epithelzellen eine Zellmigration zum Epitheldefekt aus, wodurch dieser
zundchst mit einer einschichtigen Zell-Lage gedeckt wird (Suzuki et al., 2003, S. 113). Eben-
falls Zytokin-vermittelt proliferieren und diffenzieren sich die Zellen und bilden dann wieder
einen mehrschichtigen Verband. Falls auch die Basalmembran geschidigt wurde, wird die
Adhésion des Epithels durch Neusynthese von Basalmebran-Bausteinen wie Fibronektin und
Laminin wiederhergestellt. Hierfiir scheint insbesondere EGF von Bedeutung zu sein, dass an
EGF-Rezeptoren der Basalzellen bindet (Suzuki et al., 2000, S. 2495; Kurpakus et al., 1999,
S. 106).

Der Stimulus fiir diese epithelialen Regenerationsvorginge korreliert dabei mit der Grof3e des
epithelialen Defektes (Netto et al., 2005, S. 509). Daher kénnen bei groBflichigen Defekten
tiberschiefende Reaktionen beobachtet werden. Voriibergehend wird ein hyperplastisches
Epithel aufgebaut, das auch langerfristig persistieren kann (Marshall et al., 1988, S. 1411;
Hanna et al., 1989, S. 895; Del Pero et al., 1990, S. 419; Fantes et al., 1990, S. 665; Lohmann
et al., 1991, S. 173). Liegt ein zentraler Defekt zugrunde, kann durch Hyperplasie die zentrale
Epitheldicke und damit auch die Hornhautkriimmung zunehmen (Simon et al., 1993, S. 42;
Patel et al., 1995, S. 100; Lohmann et al., 1996, S. 368).

Neben den epithelialen Verdnderungen treten auch im Stroma Wundheilungsvorgéinge auf.
Die von Epithelzellen ausgeschiitteten Zytokine, insbesondere das IL-1, aktivieren Keratozy-
ten und beeinflussen damit mafgeblich die nachfolgend beschriebene stromale Wundheilung
(Kim et al., 1999, S. 1364; Wilson et al., 1999b, S. 293). Auch das Tranensekret enthélt Zyto-
kine, die aufgrund der fehlenden epithelialen Barrierefunktion ungehindert in das Stroma ge-
langen (Wilson et al., 1999a, S. 2185). Je grofer dabei der zugrunde liegende Epitheldefekt
ist, desto intensiver féllt die stromale Reaktion auf die Verletzung aus.

Innerhalb der ersten Stunden nach Verletzung lassen sich im Bereich der Lasion Apoptosen
von Keratozyten beobachten. Ein Peak tritt nach etwa 4 h auf (Helena et al., 1998, S. 276).
Spater entstehen Keratozyten-Nekrosen (Wilson et al., 2001, S. 625).

Nach 12 bis 24 h proliferieren die Keratozyten in der Umgebung des Defektes und wandern in
das betroffene Stromaareal ein. Sie geben Chemokine wie den Granulocyte Colony Stimula-
ting Factor (G-CSF) ab, durch den Entziindungszellen wie neutrophile Granulozyten und Mo-
nozyten aus limbalen Gefiflen und moglicherweise aus dem Trinenfilm angelockt werden
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(O'Brien et al., 1998, S. 1470). Es konnte experimentell gezeigt werden, dass diese Chemoki-
ne vermehrt exprimiert werden, wenn Keratozyten zuvor durch IL-1 aktiviert worden sind
(Hong et al., 2001, S. 2795).

Im Stroma treten weiterhin so genannte Myofibroblasten auf. Es wird angenommen, dass sie
sich unter dem Einflu3 des epithelial sezernierten TGF-B aus Keratozyten differenzieren. Sie
zeichnen sich gegeniiber letzteren durch Kontraktilitdt und eine geringere Transparenz aus.
Sie sind sehr stoffwechselaktiv und produzieren in groferen Mengen Wachstumsfaktoren,
extrazellulire Matrixmolekiile wie Kollagen, Glykosaminoglykane sowie Kollagenasen.
Dadurch tragen sie zu einer Neubildung von extrazelluldrer Matrix bei, die gegeniiber dem
normalen regelhaft lamelldren Stroma durch einen ungeordneten Aufbau charakterisiert ist.
Insbesondere konnte eine starke Anhdufung von Kollagen-IV experimentell beobachtet wer-
den. Abhédngig davon, wie viele Keratozyten in Myofibroblasten umgewandelt werden, kann
im Rahmen dieses Remodeling die Dicke des Stromas in relevantem Malle zunehmen. Dies
kann, wie eine Epithelhyperplasie, eine Anderung der zentralen Hornhautbrechkraft nach sich
ziehen. Aullerdem verliert die Hornhaut durch die geringere Lichtdurchlédssigkeit der Myofi-
broblasten selbst sowie durch die Umbauvorginge der Extrazellularsubstanz an Transparenz.
Die Anhdufung von Kollagen-IV scheint hier ursdchlich beteiligt zu sein (Chen et al., 2005,
S. 79). Diese Triibung wird nach refraktiven Eingriffen als ,, Haze “ (Dunst) bezeichnet.

Eine Beeinflussung zwischen epithelialen und stromalen Prozessen erfolgt auch in ungekehr-
ter Richtung. Denn aktivierte Keratozyten und Myofibroblasten produzieren Zytokine wie den
Keratinocyte Growth Factor (KGF), die wiederum die Epithelzellproliferation férdern.

Die Rolle der epithelialen Basalmembran im Rahmen der Wundheilung ist nicht vollstandig
geklért. Sie begiinstigt die Migration aktivierter Epithelzellen und damit den Verschluss epi-
thelialer Lasionen (Fujikawa et al., 1984, S. 128; Zieske et al., 1987, S. 1668; Ebihara et al.,
2000, S. 69). Des Weiteren scheint eine intakte Basalmembran auch eine modulierende Wir-
kung auf die epithelial-stromalen Interaktionen zu besitzen, indem sie beispielsweise die epi-
theliale Abgabe von TGF-B und damit die Aktivierung von Myofibroblsten hemmt (Fini &
Stramer, 2005, S. S2; Stramer et al., 2003, S. 4237).

Fiir eine aktive Funktion der zellfreien Bowman-Membran findet sich in der Literatur kein
Anhalt. Da ihr Vorhandensein die Diffusionsstrecke fiir die Zytokine verlangert, konnte ihr
dennoch eine hemmende Wirkung auf iiberschieBende Wundheilungsvorginge zukommen
(Obata & Tsuru, 2007, S. S82).

4.3.2 Korneale Wundheilung nach refraktiver Chirugie

Die beschriebenen Vorgéinge der kornealen Wundheilung werden regelméfig, wenn auch in
unterschiedlicher Intensitdt, nach refraktiver Hornhautchirurgie beobachtet. Sie kénnen je
nach zugrunde liegender Ametropie zu Uber- oder Unterkorrekturen fiihren. Bei der myopen
LASIK werden beispielsweise zentrale Anteile des Stromas mit dem Laser abladiert, um
dadurch die Hornhautkriimmung zu reduzieren. Wenn dieser Effekt durch eine Epithelhyper-
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plasie oder ein Remodeling des Stromas im Zentrum der Hornhaut teilweise aufgehoben wird,
resultiert eine Unterkorrektur, die dann als Regression bezeichnet wird.

Durch Umbauvorgéinge im Stroma, Neubildung von ungeordneter Extrazellularsubstanz und
die Existenz vieler Myofibroblasten, kann zudem die Transparenz der Hornhaut beeintréchtigt
werden. Die Triibung, die dann beobachtet werden kann, wird als Haze (Dunst) bezeichnet.

Fiir die Laserverfahren konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Regression, als auch ein
Haze-Phénomen bei der PRK haufiger und ausgeprigter sind als bei der LASIK (Pallikaris &
Siganos, 1994, S. 498; Van Gelder et al., 2002, S. 462). Nach der PRK, bei der das Epithel im
Ablationsbereich groBflachig abgetragen wird, wird bei der Re-Epithelialisierung der Horn-
hautmitte zumindest voriibergehend ein hyperplastisches Epithel aufgebaut. Die Hyperplasie
persistiert bei einigen Individuen dauerhaft, was durch die GroBe des anfinglich erzeugten
Epitheldefektes erklart wird (Marshall et al., 1988, S. 1411; Hanna et al., 1989, S. 895; Del
Pero et al., 1990, S. 419; Fantes et al., 1990, S. 665; Lohmann et al., 1991, S. 173). Demge-
gentiiber entsteht bei der LASIK nur ein kleiner, peripherer Epitheldefekt im Randbereich des
Flaps.

Die ausgeprégteren, regenerativen Prozesse nach PRK werden unter anderem darauf zuriick-
gefiihrt, dass nach Ablation der Bowman-Membran ein unmittelbarer Kontakt zwischen sich
regenerierendem Epithelzellen und den ebenfalls aktivierten Keratozyten entsteht. Die wech-
selseitige Aktivierung iiber Zytokine wird hierdurch verstiarkt (Mohan et al., 2003, S. 71).

Die Entfernung der epithelialen Basalmembran, der eine hemmende Wirkung auf die Entste-
hung von Myofibroblasten und damit des Haze zugesprochen wird (Stramer et al., 2003, S.
4237), bildet einen weiteren Erkldrungsansatz. Dementsprechend konnten morphologische
Studien zeigen, dass bei der LASIK ein dezenter Haze nur im Randbereich des Flaps auftritt,
wo er wiederum mit Briichen in der Basalmembran vergesellschaftet ist (Ivarsen et al., 2003,
S. 1272).

4.3.3 Konsequenzen fiir die Erzeugung einer subepithelialen Tasche

Aus den Kenntnissen iiber die korneale Wundheilung und ihre Bedeutung fiir das Langzeit-
Ergebnis refraktiver Eingriffe lassen sich einige Forderungen fiir die erfolgreiche Herstellung
einer subepithelialen Tasche ableiten.

Eine Schéddigung von Epithelzellen einerseits und von Keratozyten andererseits sollte weitest-
gehend vermieden werden, um eine Ausschiittung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen zu
verhindern. Anderenfalls konnten {iberschieende korneale Wundheilungsvorginge mit epi-
thelialer Hyperplasie und einem Remodeling des Stromas auftreten, die die Brechkraft der
Hornhautmitte verindern konnten. Eine postoperative Unter- oder Uberkorrektur je nach
zugrunde liegender Fehlsichtigkeit wére die Folge. Durch Aktivierung von Myofibroblasten
konnte sich zudem ein Haze ausbilden, der die Sehschérfe einschrankt.

Wenn die alloplastische Epikeratophakie in vollem Umfang dem Anspruch gerecht werden
soll, reversibel zu sein, ist aulerdem zu fordern, dass die Bowman-Membran und das Horn-
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hautstroma bei Erzeugung der subepithelialen Tasche intakt bleiben. Denn Verletzungen die-
ser Anteile gehen mit einem Verlust des urspriinglichen, regelhaften Aufbaus und einer Nar-
benbildung einher. Wie die Erfahrungen mit Epi-Keratomen zeigen, muss ein unerwiinschter
Einschnitt in das Stroma zwar nicht zwangsldufig eine optisch relevante Narbe verursachen
(Kim et al., 2006, S. 1759). Es ist jedoch denkbar, dass Epithelzellen mit der Klinge in das
Keratozyten-haltige Stroma implantiert werden. Das wiirde wiederum intensive Wundhei-
lungsvorgénge induzieren.

Der Erhalt der Bowman-Membran erscheint wiinschenswert. Zwar zeigen die Erfahrungen
mit der PRK, dass der Verlust der Bowman-Membran keine dauerhafte Funktions-
einschriankung der Hornhaut nach sich zieht (Wilson & Hong, 2000, S. 417). Dennoch konnte
die Bowman-Membran moglicherweise eine Bedeutung als physiologische Barriere in der
Hornhaut haben, indem sie durch Verldngerung der Diffusionsstrecke fiir Zytokine iiberschie-
Bende, regenerative Prozesse zu verhindern hilft (Obata & Tsuru, 2007, S. S82).

4.3.4 Weitere Anforderungen an die Erzeugung einer Hornhaut-Tasche

Bei der Herstellung einer Hornhaut-Tasche sollte der Epithelzellverband in seiner Gesamtheit
von der Hornhaut abgeschert und nicht durch einen zu oberfldchlichen Keratomschnitt durch-
trennt werden. Dies ist unabhéngig von zuvor genannten, iiberschieenden Wundheilungsvor-
gingen zu fordern, die durch Epithelverletzungen induziert werden konnen.

Wiirde das Keratom durch die Epithelzellschicht hindurch schneiden oder befinden sich nach
dem Schneidevorgang zumindest einzelne intakte Basalzellen stromaseitig des Keratom-
schnittes, so wiirden diese Zellen spiter unter dem Onlays liegen. Es ist denkbar, dass sich ein
unter dem Implantat eingeschlossenes Epithel durch gednderte metabolische Bedingungen
dhnlich degenerativ verdndern wiirde, wie dies beim so genannten epithelialen Einwachsen
(epithelial ingrowth) der Fall ist. Dies ist eine seltene Komplikation nach LASIK, bei der Epi-
thelzellen vom Rand des Flaps in das Flap-Interface vor wachsen (Wang & Maloney, 2000, S.
746; Knorz, 2002, S. 242) und dort Eintriibungen verursachen. Histologische Untersuchungen
konnten zeigen, dass die eingewachsenen Epithelzellen, unter anderem metabolisch bedingt,
degenerieren (Naoumidi et al., 2003, S. 950). Die zunidchst normal konfigurierten Zellen ver-
lieren ihre typische Morphologie und ihre geschichtete Anordnung. Im Laufe von Monaten
nehmen die zelluldren Anteile und die Zahl ihrer Zell-zu-Zell-Kontakte ab, wihrend gleich-
zeitig amorphe Grundsubstanz und Kollagenfasern narbenartig um die zelluliren Uberreste
angehduft werden. Klinisch gehen diese Verdnderungen anfinglich mit einer leichten
Triibung und perlenartigen Epithel-Einschliissen einher. Spéter zeigen sich dichtere weiBlich-
flachige Triibungen (Asano-Kato et al., 2005, S. 130).

Wiirden bei der alloplastischen Epikeratophakie Epithelzellen unter dem Onlay liegen, konn-
ten die eingeschlossenen Zellen also moglicherweise aufgrund der verdnderten metabolischen
Situation ithren geschichteten Zusammenhalt verlieren und sich degenerativ verdndern. Somit
konnte eine Triibung im Interface entstehen.
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Der Epithelzellverband soll im Rahmen der alloplastischen Epikeratophakie auch mechani-
sche Funktion iibernehmen. Er bildet die dulere Begrenzung der Hornhauttasche und muss als
solche dem Onlay einen ausreichenden Halt bieten. Wiirde das Epithel beim Schneidevorgang
des Keratoms verletzt, wire die Tasche wahrscheinlich nicht mehr ausreichend stabil, um ein
Onlay zu implantieren. Es ist denkbar, dass eine solche Tasche bereits beim Implantationsver-
such oder im weiteren Verlauf einreifit und damit das Onlay verloren geht.

Auch Einschnitte in das korneale Stroma sollten mdglichst vermieden werden. Dies ldsst sich
einerseits dadurch begriinden, dass durch Verletzung von Keratozyten oben beschriebene
Wundheilungsvorgéinge angestoBen werden. Zum anderen konnte ein tieferes Eindringen der
Keratomklinge die Formstabilitit der Hornhaut gefdhrden und eine unzureichende Resthorn-
hautdicke verursachen. Folglich konnte eine iatrogene Keratektasie entstehen, wie sie selten
nach LASIK, bei einem zu starken Substanzabtrag oder zu tiefem Verlauf des Keratomschnit-
tes, beobachtet wird (vgl. 4.1.1).

4.4 Schneideverhalten des Pocket-Delaminator-Systems

4.4.1 Beurteilung der technischen Handhabbarkeit des PDS

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erste Erfahrungen in der Anwendung des PDS als Keratom
fiir die refraktive Chirurgie gesammelt werden.

Dabei erwies sich seine Handhabbarkeit als einfach. Der Zusammenbau sowie das Zerlegen
des Keratoms in seine Einzelkomponenten gestaltete sich vor jeder neuen Anwendung pro-
blemlos und war schnell und zuverléssig durchfiihrbar.

Durch die Moglichkeit der getrennten Sterilisierung der einzelnen Bestandteile, namentlich
des Schneidekopfes, des Saugringes und des Klingenhalters mit Klinge, erfiillt das PDS ins-
besondere die hygienischen Anforderungen, die an ein routineméfig im klinischen Alltag an-
wendbares Keratom gestellt werden miissen.

Im Hinblick auf einen dauerhaft gleichbleibenden Schneidevorgang ist zu fordern, dass
Schnitt-relevante Parameter des PDS, wie die Schirfe der Klinge, ihr Auftreffwinkel auf die
Hornhaut, oder die GleichméBigkeit der transversalen Oszillationen des Klingenhalters, auch
bei regelméBiger bis hochfrequenter Anwendung keinen Veranderungen unterliegen. Dies ist
nur bei hochgradiger Formstabilitdt der wihrend des Schneidevorgangs aneinander entlang
gleitenden PDS-Komponenten zu gewahrleisten.

Es wird daher weiterhin zu priifen sein, ob, oder nach wievielen Einsdtzen, reibungsbedingte
Abnutzungserscheinungen bzw. Formverdnderungen am metallischen Schneidekopf auftreten,
die durch die oszillierende Einheit aus Klingenhalter und Klinge einerseits oder den Saugring
andererseits verursacht werden konnten. Umgekehrt konnten im Dauergebrauch solche Ver-
anderungen auch an den dem Schneidekopf zugewandten Kontaktflachen des Saugringes ent-
stehen.
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Eine gleichmissige Schirfe der PDS-Klinge sollte dauerhaft dadurch gewéhrleistet sein, dass
es sich bei der Einheit aus Klingenhalter und Stahlklinge um eine Einwegkomponente han-
deln soll.

Lediglich an einem humanen Bulbus lief der Schneidevorgang mit dem PDS aufgrund eines
technischen Defektes nicht ordnungsgemaf3 ab. Es handelte sich hierbei am ehesten um einen
Fehler in der Elektronik, der aber nicht als systematisch angesehen wird. Es sollte dennoch
ein Ziel bei der weiteren Entwicklung des PDS auf dem Wege zur klinischen Anwendbarkeit
sein, derartige technische Aussetzer weitestgehend zu eliminieren.

4.4.2 Maoglichkeiten und Grenzen des Hornhautmodells zur Evaluation des PDS

4.4.2.1 Porkine Hornhéute als Modell

In Rahmen dieser Arbeit fanden Schweinehornhiute als priklinisches Modell Anwendung.
Sie sind mit 700-800 um dicker als humane Hornhdute. Ihr Epithel ist ebenfalls dicker und
zeigt in der Regel einen 6- bis 9-schichtigen Aufbau (Ehlers, 1970, S. 161; Merindano et al.,
1998, S. 105).

Eine wie beim Menschen eindeutig vom Hornhautstroma abgrenzbare, zellfreie Bowman-
Membran ist beim Schwein nicht oder nur andeutungsweise vorhanden (Camber et al., 1987;
Merindano et al., 2002). Eine scharfe, mikroskopisch sichtbare Grenze zwischen ungeordne-
ten Kollagenfibrillen einer Bowman-Membran und der streng lamelldren Fibrillen-Anordnung
im angrenzenden oberfldchlichen Stroma liegt jedenfalls nicht vor. Dennoch gehen auch beim
Schwein, wenn auch weniger abrupt, die Kollagenfasern im oberfléchlichen, an die epitheliale
Basalmembran angrenzenden Stroma in einen zunehmend ungeordneten und stérker verfloch-
tenen Verlauf iiber. Auch die fiir die Bowman-Membran typischen Verankerungsfilamente
aus Kollagen-VII sind in diesem Bereich der porkinen Kornea nachweisbar.

Dieser strukturelle Unterschied sowie ein etwas hoherer Wassergehalt der Schweinehornhaut
wurden von Wilmes und Mitarb. (Wilmes et al., 1992, S. 147) als Erkldrungsansitze fiir die
hohere Elastizitit und den geringeren Schneidewiderstand gegeniiber LASIK-Keratomklingen
angefiihrt, welche porkine im Vergleich mit humanen Hornhduten experimentell offenbarten.
Im Einklang hiermit stehen Ergebnisse anderer In-vitro-Experimente, bei denen isolierte por-
kine Hornhautpriparate eine etwas geringere Steifigkeit als entsprechende humane Préparate
aufwiesen, bei ansonsten vergleichbaren thermalen und biomechanischen Charakteristika
(Kampmeier et al., 2000, S. 355).

Von dem genannten Unterschied im Bereich der Bowman-Membran abgesehen ist die anato-
mische Gliederung der Schweinehornhaut bis hin zum feinstrukturellen Aufbau der einzelnen
Schichten der menschlichen Kornea sehr dhnlich (Prince et al., 1960). Die Durchmesser und
Kriimmungsradien dhneln sich ebenfalls bei beiden Spezies (Nielsen & Lind, 2005, S. 9).

Schweinehornhéute werden deshalb, insbesondere in Anbetracht der knappen Zahl humaner
Bulbi, die fiir experimentelle Zwecke zur Verfiigung stehen, hdufig als Modell in der experi-
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mentellen Ophthalmologie verwendet, so auch schon im Rahmen der Evaluation von Mikro-
keratomen (Zaune, 2004, S. 1).

Insofern boten sich porkine Hornhdute auch fiir die In-vitro-Erprobung des PDS an. Sollte die
genannte, etwas hohere Elastizitdt und der somit vermeintlich geringere Schneidewiderstand
fiir das Schneideverhalten des PDS von Relevanz sein, so liele sich beim Auftreffen der PDS-
Klinge auf porkines Hornhautgewebe eher ein tieferes Einschneiden bzw. Vordringen erwar-
ten als bei humanen Hornhduten. Damit wére das Modell sogar etwas sensitiver beziiglich des
Risikos stromaler Einschnitte als humane Préiparate.

Unter Verwendung der Schweinehornhdute war eine immunhistochemische Anfdarbung des
Basalmembran-Bestandteils Laminin wiederholt nicht erfolgreich. Laut Angaben des Herstel-
lers Sigma-Aldrich ist der verwendete Primérantikdrper (monoclonal Anti-laminin clone
LAM-89) fiir die Markierung der Basalmembranen verschiedener Spezies (darunter Mensch
und Schwein) geeignet. Eine Erkldrung konnte moglicherweise eine geringere Affinitdt des
Primérantikorpers gegeniiber porkinen Basalmembranen darstellen. Durch Erhdhung der
Konzentration des Primédrantikorpers oder der Proteaselosung im Anwendungsprotokoll hitte
moglicherweise eine bessere Anfarbung der porkinen Basalmembranen erzielt werden kon-
nen. Die humanen Schnitte sowie auch die Positivkontrollen an humanen Tonsillenprdparaten
lieBen sich dagegen problemlos anfdrben und zeigten eine Laminin-Markierung in typischer
Lokalisation.

Aufgrund der erfolgreichen Markierung von Kollagen-VII und der vorhandenen elektronen-
mikroskopischen Ergebnisse waren Tiefe und Verlauf der Keratomschnitte an den porkinen
Hornhduten bereits ausreichend beurteilbar. Auf weitere Versuche der Laminin-Markierung
wurde daher verzichtet.

4.4.2.2 Humane Kadaveraugen als Modell

Grundsatzlich erscheinen humane Leichenaugen als priklinisches Modell fiir die Erprobung
eines fiir refraktive Zwecke entwickelten Keratomes am besten geeignet, da sie in ithren topo-
graphischen und biomechanischen Charakteristika dem menschlichen Patientenauge, also
dem vorgesehenen Einsatzort des Keratomes, am nachsten kommen. Gewisse Unterschiede
sind aufgrund postmortaler Strukturverdnderungen gegeniiber vitalen menschlichen Augen al-
lerdings zu erwarten. Sie sind nicht allein abhingig von der Post-mortem-Zeit, der Zeitdauer
also, die zwischen dem Todeszeitpunkt und der experimentellen Verwendung solcher Bulbi
vergeht, sondern insbesondere auch von der Art der zwischenzeitlichen Lagerung.

Im Falle der bei dieser Arbeit vorliegenden humanen Kadaveraugen waren Lagerung und
Transport einzeln in auf 4 °C gekiihlten Feuchtkammern erfolgt. Die kurzfristige Lagerung
von zu Transplantationszwecken gewonnenen Bulbi in derartigen feuchten Kammern ist ein
etabliertes Verfahren, das bereits in den 1930er Jahren zum Einsatz kam (Filatov &
Sitchevska, 1935, S. 321). Reim (1967, S. 39) konnte zeigen, dass eine Kiihlung von Autop-
sieaugen auf unter 7 °C nekrotische Vorginge in der Hornhaut aufhalten und ein Uberleben
des kornealen Endothels auf bis zu 48 h verldngern kann. Auch in aktuellen Verdffentlichun-
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gen wird eine Aufbewahrungszeit von bis zu 48 h in einer gekiihlten Feuchtkammer fiir ganze
Bulbi als vertretbar erachtet (Basu, 1995, S. 55). Bei ldngeren Lagerungszeiten als diesen
kommt es durch Ansammlung toxischer Autolyse-Produkte im Kammerwasser zu einem pro-
gredienten Endothelzelluntergang. Heute {ibliche Verfahren der Langzeitaufbewahrung und
-kultivierung von Hornhautgewebe sind dagegen nur durch eine friihzeitige corneosklerale
Préparation und anschlieBende isolierte Lagerung der Spenderhornhdute in einer Gewebekul-
tur moglich (McCarey & Kaufman, 1974, S. 165; Bigar et al., 1975, S. 115; Breslin et al.,
1976, S. 1976).

Zwar beziehen sich die akzeptierten Lagerungszeiten fiir gekiihlte Feuchtkammern insbeson-
dere auf das Uberleben von Endothelzellen. Dennoch sind Schidigungen bis hin zu nekroti-
schen Zelluntergdngen auch im Epithel zu erwarten, wenn die Lagerung post mortem die ge-
nannte Dauer von 48 h wesentlich iibersteigt.

Post-mortem-Zeiten zwischen 3,5 und 6 Tagen bei den hier vorliegenden humanen Kadaver-
augen sind somit als zu lang anzusehen und konnen den bereits vor Anwendung des PDS
reduzierten Epithelzustand mindestens anteilig erkldren. Epitheliale Vorschiddigungen, die bei
allen humanen Bulbi in unterschiedlichem Ausmal3 zu beobachten waren, dullerten sich ma-
kroskopisch in unregelmafigen, gestippten Hornhautoberflichen. Mikroskopisch imponierten
eine generell herabgesetzte Zahl von epithelialen Zellschichten und ein durchgreifendes Epi-
thelodem mit vakuoldr verdnderten, avital erscheinenden Epithelzellen in allen Schichten
(Abb. 3-7 und 3-11, Pfeile).

Es kommt hinzu, dass die Bulbi beim Transport in feuchten Kammern von NaCl-getrinkten
Gazetupfern vollstindig umbhiillt waren, wodurch das den Tupfern unmittelbar anliegende
Epithel mechanisch in Mitleidenschaft gezogen worden sein konnte. Dies stellt - abgesehen
von grundsitzlich auch denkbaren prdmortalen Epithelldsionen - einen weiteren Erkldrungs-
ansatz fiir die reduzierte Schichtenzahl und die vorbestehenden Erosiones bei 2 humanen
Hornhéuten dar.

Beim Auftreten von nekrotischen und apoptotischen Zelluntergingen werden durch lytische
Prozesse desmosomale Zell-Zell-Verbindungen sowie die hemidesmosomalen Anheftungen
des Epithels an seiner Basalmembran gelockert beziehungsweise gelost (Weiske et al., 2001,
S. 41175). Keratomschnittverldufe durch das Epithel hindurch, das Verbleiben einzelner Epi-
thelzellen auf der stromalen Schnittseite, aber auch das Abreilen von Epithelflaps, wie sie
hier beobachtet wurden, lassen sich dadurch erkldren. Auch eine groBere Empfindlichkeit ge-
geniiber Manipulationen wie dem Zuschneiden der noch nicht eingebetteten Priaparate ist zu
erwarten.

Aus den aufgezdhlten Griinden konnen die vorliegenden humanen Priparate nur bedingt als
Modell dafiir herangezogen werden, wie ein vitaler Epithelzellverband sich gegeniiber dem
Ein- und Vordringen der PDS-Klinge verhalten wiirde.

Andere wichtige Schliisse beziiglich des Schneideverhaltens des PDS lassen sich anhand die-
ser Préparate jedoch ziehen, insbesondere beziiglich der Eindringtiefe der Klinge. Dies ist ein
entscheidender Bewertungsparameter, da die geforderte geringe Invasivitit, Reversibilitdt und
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Wiederholbarkeit des Keratomschnittes nur dann gewéhrleistet ist, wenn eine Durchtrennung
der Bowman-Membran und ein Einschnitt ins Stroma ausbleibt. Anders formuliert gibt die
Eindringtiefe an den humanen Kadaveraugen Hinweise zu dem Verletzungsrisiko, das von
der PDS-Klinge ausgeht, und damit zur Sicherheit des Verfahrens.

Alio und Mitarb. (Alio et al., 2007, S. 1871) postulierten, dass eine durchgehende, intakte
Bowman-Membran prioperativ erforderlich ist, um ein Eindringen von - dhnlich dem PDS
konfigurierten - Epikeratomklingen in das Stroma in vivo zu verhindern. Diese Bedingung
war, wie sich in der Lichtmikroskopie nach Anwendung des PDS zeigte, bei allen humanen
Augen erfiillt. Ebenfalls verfiigte das Stroma aller humanen Priparate lichtmikroskopisch
tiber eine reguldre, narbenfreie Kollagenfaserschichtung, eine physiologische Dichte an Kera-
tozyten und keinerlei Anzeichen entziindlicher Infiltrate.

Verinderte biomechanische Eigenschaften im Vergleich mit vitalen Hornhduten konnten bei
den vorliegenden humanen Priparaten aufgrund postmortaler, wenn auch mikroskopisch noch
nicht sichtbarer autolytischer Verdnderungen im Kollagenfasergeflecht - im Sinne einer Kol-
lagenolyse durch freigewordene Proteasen - vorgelegen haben. Hieraus konnte gegebenenfalls
auch ein verdnderter Schneidewiderstand gegeniiber der auftreffenden PDS-Klinge resultiert
haben. Ein verglichen mit vitalem humanen Hornhautgewebe erhohtes Risiko fiir eine Durch-
trennung der Bowman-Membran und ein stromales Einschneiden durch das PDS ist in Anbe-
tracht dieser Erwagungen denkbar.

4.4.2.3 Fallzahlen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 24 Hornhautprédparate, davon 6 porkine und 18
humane Priparate, mikroskopisch ausgewertet. Es ist sinnvoll, die hier vorgenommenen
Untersuchungen an einer grofleren Fallzahl von Priparaten zu wiederholen, um die in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse beziiglich der Schnitttiefe, des Schnittverlauf und einer Taschen-
bildung (Vorhandensein eines Flaps) auf ihre Wiederholbarkeit hin zu priifen.

Aus praktischen Erwédgungen bdéten sich hier insbesondere weitere porkine Préiparate als Ver-
suchsmaterial an. Vor einer ersten klinischen Erprobung des PDS miifite dabei ein Augen-
merk insbesondere auf die Sicherheit des Keratomschnittes, also auf das dauerhafte Ausblei-
ben Narben induzierender, irreversibler Stromaeinschnitte gerichtet sein. Gerade zur
Abschétzung dieses Risikos scheinen porkine Bulbi aufgrund des etwas geringeren Schneide-
widerstands ihrer Hornhaut gegentiiber einer Keratomklinge besonders gut als Modell geeig-
net (vgl. Kap. 4.4.2.1).

Es wire zudem wiinschenswert, auch noch eine gro3ere Anzahl humaner Priparate mit dem
PDS bearbeiten zu konnen, deren Post-mortem-Zeiten 48 Stunden nicht iiberschritten haben.
Dies ist jedoch aufgrund der generellen Knappheit humanen kornealen Spendermaterials, das
bei Erfiillung entsprechender Qualitdtskriterien immer in allererster Linie fiir die Verwendung
bei Keratoplastiken bestimmt zu sein hat, nur schwer zu bewerkstelligen.
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4.4.2.4 Erginzende methodische Schritte

Grundsitzlich lieBen die histologischen Ergebnisse dieser Arbeit in Kombination mit der ma-
kroskopischen Beurteilung der Hornhdute nach dem Keratomschnitt erkennen, dass die Er-
zeugung einer subepithelialen Tasche mit dem PDS mdglich ist. Das methodische Vorgehen
bei dieser Arbeit lieB jedoch grundsétzlich nur eine ausschnittsweise histologische Beurtei-
lung des PDS-Schneideverhaltens zu, was darin begriindet ist, dass, fiir die Lichtmikropsko-
pie einerseits und die Elektronenemikroskopie andererseits, jeweils nur Hornhauthélften ver-
wendet wurden und diese Hélften wiederum nur ausschnittsweise mikroskopiert werden
konnten.

Weitere experimentelle Schritten boten sich daher an, bei denen die Hornhaut nach Anwen-
dung des PDS im Ganzen beurteilt werden kann. Eine methodische Moglichkeit bestiinde in
der Applikation einer Fluoreszein-haltigen Losung in die Taschenoffnung, um dann unter Be-
leuchtung mit Blaulicht, zum Beispiel an der Spaltlampe, die Ausbreitung des Farbstoffes un-
ter dem Epithel zu beobachten. Es konnte auf diese Weise erstens untersucht werden, ob sich,
wie erwiinscht, eine etwa 8 x 8 mm’ groBe annihernd quadratische Fliche subepithelial an-
farbt, und zweitens, ob Farbstoff aufler an der spaltformigen, 8 mm langen Taschendffnung
auch an anderen Stellen aus der Tasche austritt, ob letztere also eine geschlossene Abdeckung
besitzt.

Dartiber hinaus konnte es sinnvoll sein, sich bei der weiteren Auswertung nicht-invasiver op-
tischer Techniken wie der Optischen Koherenz-Tomographie (OCT) zu bedienen. Fiir die
LASIK konnte bereits gezeigt werden, dass mit dieser Methode die Abgrenzung eines kornea-
len Flaps vom Stromabett sowie die Messung von Epitheldicke, Flapdicke und Gesamthorn-
hautdicke moglich ist (Maldonado et al., 2000, S. 81; Ustundag et al., 2000, S. 1458;
Wirbelauer & Pham, 2004, S. 1851).

Eine weitere Moglichkeit bestiinde im Einsatz der Ultraschall-Biomikroskopie (UBM), mit
der ebenfalls erfolgreich das korneale Epithel, die Flapdicke sowie die Dicke des Stromabet-
tes nach LASIK bestimmt werden konnte (Reinstein et al., 2000, S. 414; Reinstein et al.,
2005, S. 480).

Diese optischen Verfahren wiirden sich insbesondere fiir zukiinftige In-vivo-Experimente eig-
nen. Durch ihren nicht-invasiven Charakter wiirden mechanische Schiadigungen des Epithels,
die zum Beispiel im Abreiflen eines Flaps bestehen konnten, verhindert.

Bei meinen Experimenten konnte es etwa beim Zuschneiden der Hornhdute vor der Einbet-
tung zu derartigen methodisch bedingten Schidden gekommen sein.
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4.4.3 Relevanz der Ergebnisse

4.4.3.1 Porkine Priparate

Die porkinen Prédparate zeigten, von einer Ausnahme abgesehen, alle einen anhdngenden
Flap. Dies galt sowohl fiir die Préparate, welche aus dem seitlichen Randbereich des Kera-
tomschnittes stammten als auch fiir jene, die am Taschenende entnommen waren. Diese Er-
gebnisse wiesen somit auf die erfolgreiche Herstellung einer Hornhaut-Tasche hin. Lichtmi-
kroskopisch liess sich erkennen, dass die Schnitte im Grenzbereich von Basalmembran und
Epithelzellbasis verliefen, unter Abscherung des gesamten Epithelzellverbandes. Das Stroma
blieb in allen Fdllen unangetastet. Lediglich bei einem Préparat verlief der Schnitt partiell
durch den Epithelzellverband hindurch und spaltete ihn in diesem Bereich.

Die immunhistochemischen Ergebnisse zeigten durchweg epistromale Schnittverldufe, was
sich in einer linearen Kollagen-VII-Markierung auf der Stromaseite des Schnittes ausdriickte.
Dies wurde auch untermauert und bestétigt durch die elektronenmikroskopische Begutach-
tung, bei der die Schnitte ebenfalls epistromal verliefen, und zwar teilweise innerhalb der Ba-
salmembran, und teilweise unter Anschneiden epithelialer Basalzellen.

4.4.3.2 Humane Priparate

Die insgesamt 17 ausgewerteten humanen Priparate zeigten nach Anwendung des PDS - von
einer Ausnahme abgesehen, die einen stromalen Einschnitt aufwies (Prédparat HH, 24, Abb.
3-10) - durchweg Schnittverldufe, die eine durchgehende, intakte Bowman-Membran und ein
unangetastetes Stroma auf der stromalen Schnittseite hinterlieSen.

Die genauere imunhistochemische Betrachtung lie bei ausgewéhlten humanen Priparaten
mit Flap erkennen, dass die Schnitte teils innerhalb der Basalmembran (Farbung von Laminin
auf beiden Schnittseiten), teils innerhalb oberfldchlicher Anteile der Bowman-Membran (Kol-
lagen-VII-Farbung beidseits des Schnittes) verliefen. Korrespondierend hierzu liessen die
elektronenmikroskopischen Ergebnisse bei den ausgewdhlten menschlichen Hornhauten eben-
falls Schnittverlaufe teils innerhalb der Basalmembran, teils innerhalb der Bowman-Membran
erkennen.

Wenn auch bei einem Grofiteil der Préparate ein Flap als Indiz fiir die Herstellung einer Horn-
haut-Tasche fehlte, so war der Epithelzellverband doch zumeist (bei 12 von 18 HE-Prépara-
ten) in toto durch das PDS abgeschert worden. Seltener zeigten sich vereinzelte epitheliale
Uberreste auf der stromalen Schnittseite.

Das hiufige Fehlen eines Flaps wurde weniger auf den Keratomschnitt an sich, als vielmehr
auf den insgesamt minderwertigen Ausgangszustand des Epithels der humanen Priparate zu-
riickgefiihrt, der vornehmlich den genannten unbefriedigenden — externen — Aufbereitungs-
und Lagerungsbedingungen geschuldet gewesen sein diirfte (vgl. Kap. 4.4.2.2). Hierfiir
spricht auch, dass gerade jene histologischen Préiparate iiber einen Flap verfiigten, bei denen
die zugehorige Hornhaut makroskopisch vor Anwendung des PDS eine verhdltnismafBig glatte
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und regelmissige epitheliale Oberflaiche besessen hatten. Die wunschgeméfe Erzeugung
eines zusammenhédngenden und im Randbereich der Tasche anhédngenden Flaps scheint also
von einem intakten Ausgangszustand des kornealen Epithels abzuhidngen.

Auch die bei einigen Priparaten nachweisbaren, intraepithelialen PDS-Schnittverldufe oder
auf der stromalen Schnittseite verbliebene einzelne Epithelzellen miissen im Kontext der vor-
bestehenden Epithelschiden betrachtet werden.

In wie weit die Ergebnisse an humanen Préparaten Folge der vorbestehenden Schadigungen
waren und damit ein fiir das PDS untypischer Schnittverlauf zustande kam, bleibt somit ins-
besondere bei ihrer isolierten Betrachtung fraglich. Die Beobachtungen an den humanen
Priparaten lassen sich daher nur im Zusammenhang mit den Ergebnissen an den Schweine-
Priparaten deuten.

4.4.3.3 Zusammenfassende Bewertung

Unter vornehmlicher Beriicksichtigung der Ergebnisse an Schweinehornhduten konnte durch
die vorliegenden Versuche gezeigt werden, dass das Pocket-Delaminator-System grundsétz-
lich imstande ist, unter Abscherung des Epithelzellverbandes eine subepitheliale Tasche in
der Hornhaut zu erzeugen.

Mit immunhistochemischen und feinstrukturellen Methoden konnte an den untersuchten por-
kinen Préparaten nachgewiesen werden, dass der Keratomschnitt, wie angestrebt, gleichmafig
subepithelial, beziehungsweise epistromal, verlief.

Diesbeziiglich zeigten die Keratomschnitte also den angestrebten Verlauf. Die nicht vollstén-
dig regenerationsfdhigen, unterhalb der epithelialen Basalmembran gelegenen kornealen An-
teile blieben vom Eingriff unberiihrt, wodurch die Bedingungen erfiillt sind, die an einen voll-
standig reversiblen, refraktiven Operationsansatz gestellt werden miissen.

Zu diesen Bedingungen zéhlt die Unversehrtheit des Stromas, die erforderlich ist, um Visus-
limitierende und Brechkraft-verdandernde Narbenbildungen zu verhindern, und auch um die
Hornhaut nicht in ihrer rdumlichen Konfiguration zu destabilisieren. Zu den Bedingungen
zihlt aus theoretischen Uberlegungen bei der menschlichen Hornhaut auch der Erhalt der
Bowman-Membran. Zwar ist ihre physiologische Bedeutung fiir die Hornhaut umstritten.
Aufgrund der Besonderheiten der kornealen Wundheilung konnte sich der Erhalt einer zell-
freien Schicht zwischen Epithelzellen und Keratozyten nach refraktiver Chirurgie jedoch po-
sitiv auswirken, indem durch rdumliche Trennung dieser zelluldren Anteile Zytokin-vermittel-
te Wundheilungvorgénge eingeschrinkt wiirden.

Die Ergebnisse an humanen Schnitten lieBen erkennen, dass die Keratomklinge hier teilweise
innerhalb oberfldchlicher Anteile der Bowman-Membran verlief, mit einem erhaltenen Anteil
der Bowman-Membran auf der Stromaseite. Lediglich bei einem humanen Priparat hatte die
Keratomklinge die Bowman-Membran durchtrennt und war tiefer in das Hornhautstroma ein-
gedrungen. Dieses Ergebnis wird nicht als typisch angesehen. Auf Grund der erheblichen
post-mortalen Verdnderungen des humanen Materials konnte ein post-mortal aufgelockertes
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Gewebe der Bowman-Membran und des Stromas der Keratomklinge einen nur unzureichen-
den Widerstand entgegengesetzt haben.

Wichtig fiir die spétere Funktion der Hornhaut-Tasche und damit fiir den Erfolg des Eingrif-
fes war des weiteren das Erscheinungsbild des Flap. Diesbeziiglich liessen die Ergebnisse er-
kennen, dass das PDS in der Lage ist, den gesamten mehrschichtigen Epithelzellverband von
seiner Unterlage abzuscheren. Dabei zeigte sich allerdings elektronenmikroskopisch, dass
durch den Keratomschnitt epitheliale Basalzellen teilweise nahe ihrer hemidesmosomalen An-
heftung angeschnitten beziehungsweise durchtrennt worden waren.

Bei Erzeugung epithelialer Flaps mit verschiedenen Epikeratom-Modellen, deren Klingen
dhnlich konfiguriert sind wie die des PDS, wurden von einigen Arbeitsgruppen dhnliche hi-
stologische Beobachtungen gemacht. Tanioka et al. (2007, S. 1195) berichteten, dass die mei-
sten der Basalzellen nach Epi-Keratomschnitt histologisch avital erscheinen. Katsanevaki et
al. machten diese Beobachtungen hingegen nur an einer Minderheit von Zellen (Katsanevaki
et al., 2006, S. 151; Kollias et al., 2007, S. 2118). Choi et al. (2008, S. 667) beobachteten
ebenfalls Flap-Anteile mit Basalzellschddigungen. Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie
konnten Chen et al. (2008b, S. 2416) auch in vivo deutliche postoperative Reparaturvorginge
in der Basalzellschicht ausmachen.

Es steht fest, dass Verletzungen des Epithels widhrend des Schneidevorgangs mit dem PDS
weitgehend vermieden werden sollten. Aufgrund der mechanischen Anforderungen an die
Epithelbedeckung des Onlays gilt dies fiir das PDS in groBerem Male als fiir Keratome der
Epi-LASIK. Es ist anzunehmen, dass die epitheliale Tasche umso widerstandsfahiger gegen-
iiber mechanischer Beanspruchung ist, je weniger beschéddigte Epithelzellen in den ersten Ta-
gen nach dem Eingriff ersetzt werden miissen. Bei diesem Epithelzellersatz miissen angren-
zende Basalzellen die Defekte in der Basalzellschicht schlieBen und limbale Stammzellen
gleichzeitig vermehrt proliferieren.

Inwieweit die beobachteten und voraussichtlich letalen Verletzungen der Basalzellen die post-
operative Stabilitdt der Epitheltasche so schwicht, dass Erosionen resultieren und daher die
Onlays extrudiert wiirden, wird in weiteren Untersuchungen in vivo zu kléren sein.

Ein noch weiter oberflachlicher Keratomschnittverlauf, der das Epithel spaltete und groBere
Epithelanteile auf der Stromaseite hinterlie3, wurde partiell an zwei humanen und einem por-
kinen Priparat beobachtet. Diese Einzelfille scheinen fiir das Keratomverhalten nicht typisch
zu sein und sind - zumindest im Falle der humanen Prédparate - im Zusammenhang mit den
genannten epithelialen Vorschiddigungen vor PDS-Anwendung zu sehen. Selbst wenn solche
Epithelschdden durch den Keratomschnitt hdaufiger auftraten und daher, in Ermangelung einer
stabilen Tasche, kein Onlay implantiert werden konnte, wire das nicht als dramatisch anzuse-
hen. Aufgrund des Erhaltes von Bowman-Membran und Stroma wire kein bleibender Scha-
den entstanden. Es konnte in diesem Fall nach Regeneration des Epithels ein erneuter Implan-
tationsversuch unternommen werden.
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4.4.3.4 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, dass das Pocket-Delaminator-System eine sube-
pitheliale Tasche in der Hornhaut erzeugen kann. Weitere Versuche an unbeschédigten, hu-
manen Hornhéuten sind notwendig, um zu kliren, ob sich die erfolgversprechenden Schnitter-
gebnisse, die vornehmlich an porkinen Hornhduten erzielt werden konnten, bestétigen lassen.

Hierauf aufbauend sollten In-vivo-Untersuchungen zunédchst an Tieraugen und spéter beim
Menschen folgen. Mit Methoden wie der Optischen Kohdrenz-Tomographie oder der Ultra-
schallbiomikroskopie (vgl. Kap. 4.4.2.4) konnten zuerst die Schnittergebnisse des PDS iso-
liert, also ohne Implantation eines Onlays, studiert werden. Mit den genannten Methoden lie-
Be sich die subepitheliale Tasche beziiglich der Dicke und des Zusammenhalts der
epithelialen Bedeckung sowie beziiglich der exakten Bemessungen der Tasche untersuchen.

In weiteren Schritten miissten verschiedene, mogliche Versionen von Onlays in die Hornhaut-
Tasche, implantiert werden. Hierbei wird zu untersuchen sein, ob die epitheliale Taschenbe-
deckung zuerst dem Implantationsvorgang des Onlays und dann dem Onlay selbst mecha-
nisch standhilt. Auch diesbeziiglich boten sich genannte, nicht invasive Untersuchungstechni-
ken wie das OCT an.

Fiir den dauerhaften Erhalt der epithelialen Taschenbedeckung und den Verbleib des Onlays
in seiner Position wird entscheidend sein, ob das jeweilige Implantat einen ausreichenden
Nihrstofftransport und zudem eine Adhision und Migration von Epithelzellen entlang seiner
Oberflache zulassen wird. Aus den bisherigen experimentellen Erfahrungen mit kiinstlichen
Lentikeln ldsst sich folgern, dass ein Onlay-Design diese Anforderungen am ehesten erfiillen
wird, wenn es ausreichend pords ist und zudem iiber eine oberflédchliche Beschichtung, zum
Beispiel mit Kollagen-1, verfiigt (vgl. Kap. 4.2.3).

Den Erfolg der histologischen und morphologischen Ex-vivo- und In-vivo-Untersuchungen
vorausgesetzt, werden prospektive klinische Studien zeigen miissen, ob die alloplastische Epi-
keratophakie durch Auswahl geeigneter Lentikelstirken Refraktionsfehler prizise und vorher-
sagbar korrigieren konnen wird.
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5 Zusammenfassung

Die refraktive Chirurgie versucht, Fehlsichtigkeiten operativ zu korrigieren. Sie hat insbeson-
dere seit Entwicklung der Excimerlaser-Verfahren und der heutigen Linsenchirurgie an Be-
deutung gewonnen. Die heute etablierten Verfahren der refraktiven Chirurgie sind irreversi-
bel, nur begrenzt wiederholbar oder bringen teilweise aufgrund Threr Invasivitét ein nicht zu
vernachlédssigendes Risiko fiir schwere Komplikationen mit sich. Um diese Nachteile zu iiber-
winden, wird an der Entwicklung neuer Operationskonzepte gearbeitet.

Ein solches Konzept besteht in der so genannten alloplastischen Epikeratophakie, bei der syn-
thetische Lentikel subepithelial in der Hornhaut implantiert werden. Diese Implantate werden
als Onlays bezeichnet. Sie sollen die Kriimmung der Hornhautvorderfliche und damit die
Brechkraft der Hornhaut den Anforderungen entsprechend veréndern.

Bei der Entwicklung einer alloplastischen Epikeratophakie wird nach Mdoglichkeiten gesucht,
Onlays in subepithelialer Position beziehungsweise epistromal zu befestigen. Eine der mogli-
chen Optionen besteht darin, Onlays in subepitheliale Taschen zu implantieren.

Zur Herstellung einer solchen Tasche wurde mit dem Pocket-Delaminator-System (PDS) ein
neuartiges Keratom entwickelt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Schneideverhalten des PDS ex vivo an Schweineau-
gen und menschlichen Kadaveraugen zu untersuchen. Es sollte gekldrt werden, ob das PDS
eine subepitheliale Tasche in der Hornhaut erzeugen kann, ob die Keratomschnitte gleichma-
Big unterhalb des Epithels verlaufen, und ob irreversible Schidigungen der Bowman-Mem-
bran und des Hornhautstromas ausbleiben. Hierzu wurden die porkinen und humanen Horn-
hautpridparate nach Anwendung des PDS fiir die lichtmikroskopische und elektronen-
mikroskopische Begutachtung aufbereitet. Zudem wurden zur Bestimmung des Schnittverlau-
fes die extrazelluldren Matrixbestandteile Laminin und Kollagen-VII immunhistochemisch
markiert.

Anhand der Ergebnisse an den Schweinehornhduten lief sich zeigen, dass das PDS in der
Lage ist, das Hornhautepithel vollstindig als Flap von seiner Unterlage abzuscheren. Der Ke-
ratomschnitt verlief dabei epistromal. Untersuchungen an humanem Spendermaterial ergaben
grundsiétzlich dhnliche Ergebnisse. Aufgrund der Vorschidigungen des humanen Materials
besaBBen diese jedoch eine eingeschrinkte Aussagekraft.

Es ergibt sich aus diesen Untersuchungen, dass das PDS ein geeignetes Instrument zum
Erzeugen subepithelialer Taschen fiir die refraktive Chirurgie mit alloplastischen Onlays dar-
stellt. Weitere Untersuchungen ex vivo sowie in vivo sind erforderlich, um zu zeigen, ob sich
das Konzept der alloplastischen Epikeratophakie bis zur klinischen Anwendbarkeit hin ent-
wickeln lésst.
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