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1. Einleitung

Die vorliegende kumulative Habilitationsschrift beschaftigt sich mit experimentellen
diagnostischen und therapeutischen Ansatzen in der Hornhaut- und der refraktiven

Chirurgie.

Anatomisch ist die Hornhaut in funf Schichten untergliedert: (1.) das nach aul3en
gerichtete Hornhautepithel, (2.) gefolgt von der Bowman-Membran, die die epitheliale
Basalmembran tragt, (3.) das Hornhautstroma, (4.) die Descemet-Membran als

Basalmembran des (5.) Hornhautendothels.

Das Hornhautepithel besteht aus einem mehrschichtigen, nicht verhorntem
Plattenepithel und bildet damit die duRere Barriere zwischen Auge und Umwelt.
Aufgrund der deutlich unterschiedlichen Brechungsindizes zwischen Luft und
Hornhaut tragt die Hornhaut mehr als zwei Drittel zur Gesamtbrechkraft des Auges
bei.(DelMonte and Kim 2011) Mit einer Lebensspanne von ca. 7-10 Tagen und einem
vollstandigen Zellaustausch alle sieben Tage, gehdrt das Hornhautepithel zu den
Geweben des menschlichen Korpers mit der hochsten
Regenerationsfahigkeit.(Hanna, Bicknell et al. 1961) Schaden durch Trauma oder zum
Beispiel refraktive Eingriffen an der Hornhaut (zum Ausgleich von Brechungsfehlern),
die das Hornhautepithel bzw. das darunterliegende Stroma verandern, fuhren zu
einem Umbau (,Remodelling“) des Epithels. Dieser wurde 1921 von Alfred Vogt
erstbeschrieben.(Vogt 1921) Nach heutigem Verstandnis folgt das epitheliale
Remodelling den folgenden vier Regeln: (1) Das Hornhautepithel verdickt an Stellen,
an denen Gewebe entfernt wurde bzw. die Hornhautkurvatur abgeflacht wurde, (2) das

Epithel dunnt an Stellen steilerer Hornhautkurvatur aus, (3) die Hohe der
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Kurvaturanderung korreliert mit der Epitheldickenanderung, und (4) die Remodelling-
Kapazitat hangt von der GroRe der Kurvaturanderung ab.(Reinstein, Archer et al.
2022) Wahrend kleinere Anderungen durch epitheliales Remodelling fast vollstéandig
kompensiert werden kénnen, kann es bei groken Anderungen nur zu einem bedingten
epithelialen Ausgleich kommen. Dieser regeneratorische Effekt ist Fluch und Segen
zugleich.  Als  vorteilhafte  Folge von  Stromasubstanzdefekten  nach
Fremdkorperverletzungen, Hornhautentzindungen oder ektatischen
Hornhauterkrankungen (z.B. Keratokonus) kommt es zu einer Kompensation durch
das Hornhautepithel und einer damit verbundenen Glattung der zuvor irregularen
Hornhautkurvatur. Umgekehrt tritt dieser Effekt auch ein, wenn iatrogen ein gezielter
Abtrag von Hornhautgewebe vorgenommen wird. Dies geschieht in den meisten Fallen
bei der Korrektur von Brechkraftfehlern, wie der Kurzsichtigkeit (Myopie) oder
Stabsichtigkeit (Astigmatismus).(Ganesh, Brar et al. 2016) Bei diesen Sehfehlern wird
das in das Auge einfallende Licht nicht auf der Stelle des scharfsten Sehens der
Netzhaut (Fovea) gebundelt, sondern trifft zerstreut auf die Netzhaut. Die Folge ist ein
fur den Patienten unscharfes Bild in die Ferne, sofern keine Sehhilfen zur Hand
genommen werden. Mittels laserbasierter, sogenannter keratorefraktiver Eingriffe,
wird die Hornhautkurvatur in dem Male abgeflacht und verandert, dass das Licht
wieder in einem Punkt auf der Fovea gebundelt wird. In Abhangigkeit der Hohe der zu
korrigierenden Fehlsichtigkeit wird mehr oder weniger Hornhautgewebe abgetragen.
Neuesten Erkenntnissen nach ist das dadurch bedingte epitheliale Remodelling
mitverantwortlich fur die frGhe postoperative Ruckkehr einer geringen Myopie oder
eines Astigmatismus innerhalb weniger Monate nach dem Eingriff. Dieses Phanomen
wird auch als frihe Regression bezeichnet, welche je nach Studienlage z.B beim
Astigmatismus zu einer Unterkorrektur zwischen 11-16% pro korrigierte Dioptrie

fuhrt.(lvarsen and Hjortdal 2014, Pedersen, Ivarsen et al. 2017)
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Die Folge jeglicher derzeit verfUgbarer keratorefraktiver Eingriffe ist ein
unwiederbringlicher Hornhautgewebsverlust, welcher bei Korrektureingriffen zunimmt.
Hinzu kommt, dass bei nachtraglichen Korrekturen mittels Laser das Risiko von
Komplikationen, wie beispielsweise des Trockenen Auges, Vernarbungsreaktionen
oder storenden optischen Phanomenen, steigt.(Moshirfar, Basharat et al. 2022)

Nicht zuletzt deswegen sind die laserbasierten Verfahren zur Behandlung der
Alterssichtigkeit (Presbyopie) im klinischen Alltag sehr Uberschaubar. Die
Alterssichtigkeit beschreibt einen altersbedingt schleichenden Verlust der
Akkommodationsfahigkeit des Auges. Patienten beschreiben eine zunehmende
Sehscharfen- und Kontrastminderung im Nahbereich bei unveranderter Fernsicht. Die
derzeitigen Verfahren versprechen Uber ein ungleichmallig verandertes
Oberflachenprofil der Hornhaut das Generieren von Tiefenscharfe oder gar von
mehreren Brechpunkten (Multifokalitat). Da mit dem Alter das Risiko fur Trockene
Augen steigt und die Presbyopie einen sich schleichend verschlechternden Prozess
darstellt(Moshirfar, Basharat et al. 2022), fehlt ein einfach adjustierbares operatives

Verfahren ohne Gewebsverlust.

Die haufigste Komplikation keratorefraktiver Eingriffe ist das Trockene Auge. Aufgrund
der deutlichen Einschrankung der Lebensqualitat auch bei milden Beschwerden ist es
zugleich der Hauptgrund flr eine postoperative Patientenunzufriedenheit.(Levinson,
Rapuano et al. 2008) Der Primarmechanismus ist das iatrogene Durchtrennen von
Hornhautnerven, welches den Blinzelreflex und die sensorische Verschaltung
zwischen Augenoberflache und Tranendrise beeinflusst und damit zu einer
reduzierten Tranensekretion und einer Instabilitdt des Tranenfilms fuhrt. Ebenso
kommt es zu einer verminderten Freisetzung von Neurotrophinen durch die

Hornhautnerven.(Toda 2018) Die Hornhaut ist eines der am dichtesten innervierten
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und sensibelsten Gewebe des menschlichen Koérpers. Die Innervation der Hornhaut
erfolgt durch den Nervus nasociliaris, einem Ast des Nervus ophthalmicus, welcher
wiederum einen Ast des Nervus trigeminus darstellt. Die Nervenfasern treten in dicken
Blndeln radiar in das Hornhautstroma ein, bilden gitterartige Geflechte und perforieren
vertikal die Bowman-Membran. Unter den basalen Hornhautepithelzellen bilden sie
schlussendlich den sogenannten subbasalen Nervenplexus.(Oliveira-Soto and Efron
2001) Der derzeitige Goldstandard in der Visualisierung von Hornhautnerven am
lebenden Individuum ist die konfokale In-Vivo-Mikrokopie.(Grupcheva, Wong et al.
2002) Aufgrund des kleinen Sichtfelds von 400 x 400 ym und der damit verbundenen
hohen Untersuchungsdauer (Uber 30 Minuten), um einen aussagekraftigen Bereich
der Hornhaut darzustellen, ist diese Untersuchungsmodalitat nicht in der klinischen
Routine einsetzbar.(Selig, Vermeer et al. 2015, Hamrah, Qazi et al. 2017) Hinzu
kommt die semi-invasive Natur dieses Verfahren. Die konfokale In-Vivo-Mikroskopie
kann nur unter direktem Kontakt des Mikroskops mit der Hornhaut erfolgen. Hierfur ist
eine adaquate Patientencompliance Uber die Dauer der Untersuchung sowie eine
topische Lokalanasthesie wahrend der Prozedur notwendig.(Chen, Liu et al. 2017)
Eine schnelle und kontaktlose Untersuchungsmodalitat, wie beispielsweise die
optische Koharenztomographie, welche seit Jahren in der retinalen Bildgebung

eingesetzt wird, fehlt bis dato.

Im Gegensatz zum Hornhautepithel besteht das Hornhautendothel aus einem
einschichtigen Zellverband, welcher morphologisch wabenartig imponiert. Die
Hauptfunktion des Hornhautendothels liegt in der Aufrechterhaltung der Transparenz
durch das Praservieren der Hornhaut in entquollenem Zustand.(DelMonte and Kim
2011) Diese Funktion wird durch ,Wasserpumpen®, die sogenannten Na*-K*-

ATPasen, die in hoher Dichte in Hornhautendothelzellen vorkommen, gewahrleistet.
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Dadurch wird ein Wassergehalt der Hornhaut von exakt 78% konstant
aufrechterhalten.(Stiemke, Edelhauser et al. 1991) Die Dichte der
Hornhautendothelzellen verandert sich zeitlebens. Zwischen der zweiten und achten
Lebensdekade schwindet die Endothelzelldichte von ca. 3000-4000 Zellen/mm? auf
ca. 2600 Zellen/mm?.(Bourne, Nelson et al. 1997) Hornhautendothelzellen besitzen
keine mitotische Aktivitat in vivo. Die zentrale Dichte nimmt um ca. 0,6% pro Jahr ab.
Sowohl eine Endothelzelldichte unter 500 Zellen/mm? als auch eine Veranderung der
Morphologie (Polymegathismus und Pleomorphismus) kdnnen die Pumpfunktion
verandern und die Entwicklung eines Hornhautédems begunstigen.(Polse, Brand et al.
1990) Traumata, Entzindungen und andere Erkrankungen wie die Fuchs’sche
Hornhautendotheldystrophie konnen die Dichtenabnahme der
Hornhautendothelzellen beglnstigen. Bei letzterer kommt es zu Ablagerungen (sog.
Guttae), die funktionsfahige Endothelzellen sukzessive verdrangen. Teilweise kdnnen
diese Schaden durch eine Art Migration und Vergrof3erung verbliebener Zellen
kompensiert werden. Eine regeneratorische Fahigkeit des Hornhautendothels ist bis
dato jedoch nicht bekannt.(DelMonte and Kim 2011) Der therapeutische Goldstandard
in der Behandlung der Fuchs’schen Endotheldystrophie ist derzeit die sogenannte
Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK). Im Rahmen dieser minimal-
invasiven und nahtfreien Prozedur wird das erkrankte Hornhautendothel mitsamt der
Descemet-Membran entfernt und gegen eine entsprechende Gewebsschicht von
einem Leichenspender ausgetauscht. Dieses Verfahren wurde erstmalig 2006 von
Prof. Melles beschrieben.(Melles, Ong et al. 2006) Die globale Herausforderung
dieses Verfahrens ist nach wie vor die Versorgung mit gentgend
Hornhauttransplantaten. Aktuelle Zahlen diesbezuglich liegen aus dem Jahr 2012 vor.
Diese bemessen die Zahl der durchgefuhrten Hornhautransplantationen auf 200.000,

wovon 39% allein in der Behandlung der Fuchs’schen Endotheldystrophie eingesetzt
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wurden. Dennoch fehlt knapp der Halfte der Weltbevdlkerung der Zugang zu dieser
Art von Transplantaten, weswegen dringend nach einer ,transplantatfreien® Alternative

gesucht wird.(Gain, Jullienne et al. 2016)

Die vorliegende Habilitationsschrift beschaftigt sich mit innovativen experimentellen
diagnostischen und therapeutischen Ansatzen in der Hornhautchirurgie und
refraktiven Chirurgie. Im ersten Teil der Habilitation wird der Einfluss des epithelialen
Remodellings nach keratorefraktiven Eingriffen (Small-Incision Lenticule Extraction;
SMILE) bei Kurzsichtigkeit und Hornhautverkrimmung untersucht. Es wurde in einer
rein kurzsichtigen und in einer kurzsichtigen Gruppe mit Hornhautverkrimmung
evaluiert, welchen Anteil das epitheliale Remodelling an der jeweiligen Unterkorrektur
der Kurzsichtigkeit bzw. der Hornhautverkrimmung hat. Desweiteren wurde die
Machbarkeit einer neuen adjustierbaren Methode zur Korrektur der Presbyopie im
Rahmen einer Ex-Vivo-Pilotstudie getestet.

Der zweite Teil der Habilitationsarbeit beschaftigt sich mit der Maoglichkeit der
Visualisierung von Hornhautnerven, im Speziellen des subbasalen Nervenplexus,
mithilfe der nicht invasiven und kontaktlosen optischen Koharenztomographie (OCT)
evaluiert.

In einem weiteren dritten Teil der Habilitation betrachteten wir die regeneratorischen
Fahigkeiten des Hornhautendothels. Es wurde einerseits versucht, eine neue Methode
zum gezielten Abtrag des Hornhautendothels und dessen Regeneration mithilfe eines
Excimer-Lasers ex vivo zu etablieren. Andererseits wurden potenzielle proproliferative
bzw. regeneratorische Effekte von Hepatocyte Growth Factor (HGF) auf

Hornhautendothelzellen untersucht.



2. Eigene Arbeiten zum Thema

I
Brunner BS, Feldhaus L, Mayer WJ, Siedlecki J, Dirisamer M, Priglinger SG,
Kassumeh S$*, Luft N*. Epithelial Remodeling and Epithelial Wavefront Aberrometry
after Spherical vs. Cylindrical Myopic Small Incision Lenticule Extraction (SMILE).
Journal of Clinical Medicine. 2024 Jul 7;13(13):3970;

https://doi.org/10.3390/jcm13133970

Trotz der ersten Hinweise, dass das Hornhautepithel mitverantwortlich fur eine
Unterkorrektur der Kurzsichtigkeit oder Hornhautverkrimmung nach SMILE ist, fehlen
entsprechende Vergleichsstudien, im Speziellen bei Augen mit hoher
Hornhautverkrimmung. Dies verkompliziert die Vorhersagbarkeit des Ergebnisses
und fiihrt zu einer in der klinischen Praxis bewussten Uberkorrektur - angelehnt an ein
jeweils individuelles Nomogramm.

Die Arbeit ,Epithelial Remodeling and Epithelial Wavefront Aberrometry after Spherical
vs. Cylindrical Myopic Small Incision Lenticule Extraction (SMILE)“ (2024) untersuchte
deshalb das epitheliale Remodelling quantitativ und dessen Einfluss auf die optische
Qualitat durch Aberrationen héherer Ordnung. Verglichen wurde ein rein myopes (n =
43) mit einem myop-astigmatischen (n = 43) Patientenkollektiv. Beide Gruppen waren
hinsichtlich demographischer Daten (Alter, Geschlecht, Pachymetrie und spharisches
Aquivalent) vergleichbar. Das praoperative spharische Aquivalent lag in der myopen
Gruppe bei -3,81 + -1,48 D und bei -3,81 + 1,55 D in der astigmatischen Gruppe (p =
0,85). Der gewunschte signifikante Unterschied praoperativ bestand im refraktiven
Astigmatismus, in der myopen Gruppe mit -0,17 + 0,18 Dioptrien (D) und -1,99 £ 0,78

D in der astigmatischen Gruppe (p < 0,0001). Jeder Patient erhielt pra- und 3 Monate



https://doi.org/10.3390/jcm13133970

postoperativ eine vollstandige Kartierung und Dickenmessung des Hornhautepithels
mithilfe der Vorderaugenabschnitts-OCT. Postoperativ zeigte sich in beiden Augen
eine signifikante Zunahme der Epitheldicke (p < 0,01), welche in der astigmatischen
Gruppe verstarkt auf dem flachen Meridian zum Tragen kam (p = 0,04). Ebenso kam
es in beiden Gruppen durch eine Veranderung der spharischen epithelialen Brechkraft
zu einer Myopisierung von -0,24 + 0,42 D in der myopen Gruppe (p < 0,01) und -0,41
+ 0,52 D in der astigmatischen Gruppe (p < 0,0001). Die zylindrische epitheliale
Brechkraft zeigte in der rein myopen Gruppe keinen signifikanten Unterschied,
wahrend in der astigmatischen Gruppe eine Zunahme von -0,21 £ 0,24 D auf -0,37 %
0,31 D (p = 0,01) auftrat. Unabhangig von den Gruppen nahmen die Aberrationen

héherer Ordnung in beiden Gruppen zu (p < 0,001).
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Il
Kassumeh S, Luther JK, Wertheimer CM, Brandt K, Schenk MS, Priglinger SG,
Wartak A, Apiou-Sbirlea G, Anderson RR, Birngruber R. Corneal Stromal Filler
Injection as a Novel Approach to Correct Presbyopia-An Ex Vivo Pilot Study.
Translational Vision Science & Technology. 2020 Jun 25;9(7):30;

https://doi.org/10.1167/tvst.9.7.30

Die derzeit explorierten keratorefraktiven Eingriffe haben in der Korrektur der
Alterssichtigkeit den Einzug in die klinische Routine nur kaum geschafft. Dies ist vor
allem der irreversiblen Natur der Eingriffe und der schlechten Anpassbarkeit des
Verfahrens an den fortschreitenden Progress der Alterssichtigkeit zu verschulden.

Die Arbeit ,Corneal Stromal Filler Injection as a Novel Approach to Correct Presbyopia-
An Ex Vivo Pilot Study” (2020) diente der Etablierung eines neuen adjustierbaren und
reversiblen Korrekturverfahrens der Alterssichtigkeit. Mithilfe eines klinisch
eingesetzten Femtosekundenlasers wurde eine kreisrunde Tasche mit einem
Durchmesser von 2 mm (n = 21) oder 3 mm (n = 36) in das tiefe Hornhautstroma (60
— 300 ym vom Hornhautendothel entfernt) von Kaninchenaugen ex vivo geschnitten.
Im Anschluss wurde Hyaluronsaure in unterschiedlichen Volumina in diese Tasche
injiziert, um eine Abflachung der hinteren Hornhautkurvatur zu und eine fokale
Zunahme der Brechkraft im Sinne einer Bifokalitédt zu erreichen. Die Brechkraft der
Hornhaut wurde mittels eines eigens entwickelten OCT-Algorithmus berechnet.
Abhangig vom injizierten Hyaluronsaure-Volumen konnte eine Zunahme der zentralen
Brechkraft der Hornhautrickflache von knapp vier Dioptrien erreicht werden. Die
Veranderungen der Brechkraft der Hornhautvorderflache (3 mm: 0,20 £ 0,34 D; 2 mm:
0,33 +£ 0,31 D) sowie der peripheren Hornhautrickflache (3 mm: 0,20 £ 0,11 D; 2 mm:
0,11 £+ 0,10 D) waren vernachlassigbar. Ebenso konnten keine signifikanten
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Anderungen der Hornhautverkrimmung gemessen werden. Zusatzlich wurde mit einer
hochauflosenden OCT das Hornhautendothel quantitativ. und morphologisch
untersucht. Es konnte kein perioperativer Unterschied in der
Hornhautendothelzelldichte (2831 + 356 Zellen/mm? bzw. 2734 + 292 Zellen/mm?; p =

0,552) oder in deren Morphologie gefunden werden.
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Il
Schenk MS, Wartak A, Buehler V, Zhao J, Tearney GJ, Birngruber R*, Kassumeh
S*. Advances in Imaging of Subbasal Corneal Nerves With Micro-Optical Coherence
Tomography. Translational Vision Science & Technology. 2021 Nov 1;10(13):22.

https://doi.org/10.1167/tvst.10.13.22

\%
Wartak A, Schenk MS, Buhler V, Kassumeh SA, Birngruber R, Tearney GJ. Micro-
optical coherence tomography for high-resolution morphologic imaging of cellular and
nerval corneal micro-structures. Biomedical Optics Express. 2020 Sep

28;11(10):5920-5933. https://doi.org/10.1364/BOE.402971

Das Trockene Auge ist nach wie vor die haufigste Komplikation nach keratorefraktiven
Eingriffen, meist zur Korrektur der Kurzsichtigkeit. Hauptverantwortlich dafur ist das
Durchtrennen von Hornhautnerven, speziell im Bereich des subbasalen Nervenplexus.
Die Regenerationsfahigkeit dieser Nerven ist eingeschrankt, eine Art bildgebendes
Screening-Verfahren, um potenziell gefahrdete Patienten vorab auszusortieren steht
bis dato nicht zur Verfligung.

Die Arbeiten ,Advances in Imaging of Subbasal Corneal Nerves With Micro—Optical
Coherence Tomography“ (2021) und ,Micro-optical coherence tomography for high-
resolution morphologic imaging of cellular and nerval corneal micro-structures® (2020)
beschaftigen sich mit der Darstellung des peripheren subbasalen Nervenplexus der
Hornhaut mithilfe von hochauflédsender OCT und dessen Potenzial als Screening-Tool
fur korneale und systemische Erkrankungen. Hierfir wurde ein experimentelles
dreidimensionales OCT mit einer Auflosung von 1,5 x 1,5 x 1 pym an nicht-

menschlichen Primaten- und Schweineaugen ex vivo getestet. Dieselben durch die
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OCT gewonnenen morphologischen Ausschnitte wurden nach Farbung des Proteins
B3-Tubulin und Visualisierung mithilfe eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops
(FCM) verglichen. Zusatzlich wurden Parameter wie die Nervendichte, die
Nervenverteilung sowie die Aufnahme-Reproduzierbarkeit untersucht. Sowohl
Schweine- als auch Primatenaugen zeigten ahnliches Verteilungsmuster der
subbasalen Nerven. Die Nervendichte lag zwischen 9,51 und 24,24 mm/mm?. Die
Reproduzierbarkeit der Nervendichtequantifizierung mithilfe der OCT-Scans lag bei
ca. 88%. Ebenso konnte die mit der OCT postulierte Hornhautnervenmorphologie
durch die Aufnahmen mit der konfokalen Mikroskopie nach B3-Tubulin-Farbung
validiert werden. Im Vergleich sticht die OCT gegenuber der FCM mit ihrem wesentlich
groReren Blickfeld von 1 x 1 mm (FCM: 400 x 400 pm) hervor. Die
Nervendichtemessung kdnnte langfristig als Screening-Maoglichkeit fur Erkrankungen,
die in der Frihphase zu peripheren Polyneuropathien fuhren (zum Beispiel Diabetes
mellitus) oder aber vor Hornhauteingriffen zur Prognose hinsichtlich Trockener Augen,

eingesetzt werden.
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Vv
Kassumeh S, von Studnitz A, Priglinger SG, Fuchshofer R, Luft N, Moloney G,
Dirisamer M, Ohlmann A. Ex vivo excimer laser ablation of cornea guttata and ROCK
inhibitor-aided endothelial recolonization of ablated central cornea. Acta

Ophthalmologica. 2020 Jun 25;9(7):30; htips://doi.org/10.1111/a0s.14366

Da bis dato keine ,transplantatfreie® Methode zur Behandlung der Fuchs’schen
Endotheldystrophie vorliegt, wurden in der Vergangenheit etliche Pharmaka auf deren
potenziell proliferations- oder migrationsfordernde Wirkung auf
Hornhautendothelzellen sowie die chirurgische Entfernung des erkrankten Endothels
ohne Eingabe eines Transplantates untersucht.

Die Arbeit ,Ex vivo excimer laser ablation of cornea guttata and ROCK inhibitor-aided
endothelial recolonization of ablated central cornea” (2020) untersucht einerseits,
erkranktes Endothel bei Fuchs’'scher Endotheldystrophie gezielt mithilfe eines Ab-
interno-Excimerlasers, welcher in der Glaukomchirurgie angewendet wird, ex vivo
abzutragen. Andererseits, ob die abgetragene Flache unter Behandlung mit einem
Rho-Kinase-Inhibitor (Ripasudil) wieder von Hornhautendothelzellen besiedelt wird.
Das Hornhautendothel und die Descemet-Membran von menschlichen Augen, die fir
die Spende gesperrt wurden, wurden mithilfe eines Glaukom-Excimerlasers
abgetragen und in Ripasudil-angereichtem (10 uM) Medium in Kultur inkubiert. Die
Rekolonisation der Wundflache durch Endothelzellen wurde mithilfe von Licht- und
Elektronenmikroskopie observiert. Zusatzlich wurden Schnittpraparate mit
Hamatoxylin und Eosin sowie mit Antikdrper gegen die Na*/K*-ATPase gefarbt. Ohne
eine komplette Zerstérung der Ultrastruktur der Descemet-Membran oder des Stromas
konnte das Endothel mithilfe des Excimerlasers abgetragen werden. Eine subtotale

Rekolonisation mit Endothelzellen wurde nach 26 — 38 Tagen erreicht. Mithilfe der
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Licht- und Elektronenmikroskopie konnte die Besiedelung mit einer einschichtigen,
flachen Zellschicht dargestellt werden. Zusatzlich konnte innerhalb dieser mittels der
immunhistochemischen Farbung der Nachweis von Na*/K*-ATPasen (als Zeichen des
endothelialen Ursprungs der Zellen) erfolgen. Damit konnte ein ex vivo Proof of
Concept dieser neuen Methodik erfolgen. Ebenso bestatigt diese Studie, dass bedingt
eine Rekolonisation des Hornhautendothels nach Schaden oder iatrogenen

Veranderungen erfolgen kann.
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VI
Tratnig-Frankl M, Luft N, Magistro G, Priglinger S, Ohlmann A, Kassumeh S.
Hepatocyte Growth Factor Modulates Corneal Endothelial Wound Healing In Vitro.
International Journal of Molceular Sciences. 2024 Aug 29;25(17):9382;

https://doi.org/10.3390/iims25179382

Angelehnt an die Voruntersuchungen mit dem Excimer-Laser und Rho-Kinase-
Inhibitor stellte sich die Frage, ob es nicht autologe Faktoren gibt, die das Wachstum
und die Regeneration von Hornhautendothelzellen beeinflussen. Der Hintergedanke
ist erneut der ,transplantatfreie® Ansatz in der Behandlung der Fuchs’schen
Hornhautendotheldystrophie.

Hieraus entstand die Arbeit ,Hepatocyte Growth Factor Modulates Corneal Endothelial
Wound Healing In Vitro” (2024), welche den Einfluss des Hepatocyte Growth Factors
auf die Wundheilung von Endothelzellen untersucht. Aus Schweinekadaveraugen
wurden anhand eines eigenem etablierten Protokoll Hornhautendothelzellen isoliert
und in Kultur gebracht. Diese wurden mittels Phasenkontrastmikroskopie und nach
Farbung mit einem Antikdrper gegen die Na*/K*-ATPase morphologisch untersucht
und deren endothelialer Ursprung bestatigt. Zum Ausschluss von toxischen Effekten
wurde eine Inkubation mit einer Konzentrationsreihe von 10 — 250 ng/ml durchgefihrt.
Die entsprechende Zelllebensfahigkeit und -proliferation wurde mithilfe eines
Viabilitatsassays (WST-1) und Proliferationsassays (BrdU) untersucht. Die
Zellviabilitat zeigte unter der Inkubation mit 250 ng/ml eine signifikante Zunahme um
28% im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (p < 0,05) nach 72 Stunden. Ein
ahnliches Ergebnis konnte im Hinblick auf die Proliferation beobachtet werden
(Anstieg um 30%, p < 0,05). Mithilfe eines Zellscratchassays wurde die Zellmigration

uber 24 Stunden untersucht. Eine Inkubation mit 250 ng/ml fuhrte zu einer um 32%
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gesteigerten Wundheilung in vitro, wahrend bei 100 ng/ml ebenso eine um 20%
gesteigerte Migration beobachtet wurde (flr beide p < 0,0001). Zusatzlich wurde der
Einfluss von HGF und oxidativem Stress, simuliert durch Wasserstoffperoxid (H20:2)
auf Hornhautendothelzellen mithilfe des WST- und BrdU-Assays untersucht. Wahrend
0,1% H202 zu einer Reduktion der Zellviabilitdt um 14% und der Zellproliferation um
23% (fur beide p < 0,05) fuhrte, konnte dieser Effekt durch die Zugabe von 250 ng/ml
HGF fur 72 Stunden wieder neutralisiert werden. Zum Ausschluss potenziell
dedifferenzierender Effekte von HGF auf Hornhautendothelzellen im Sinne einer
epithelialen-mesenchymalen Transition wurden die Zellen mit einem Antikdrper gegen
das a-Smooth Muscle Actin gefarbt und mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass auch hohe Konzentrationen von HGF auf
Hornhautendothelzellen bis 250 ng/ml zu keiner vermehrte Expression von a-Smooth
Muscle Actin fUhrten. HGF prasentiert sich damit als vielversprechender
Therapieansatz in der transplantatfreien Hornhautendothelchirurgie bzw. der

Hornhautregeneration nach Traumata und Verletzungen.
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3. Zusammenfassung und Ausblick

Aus den durchgefihrten Studien und den gewonnenen Daten Iasst sich
zusammenfassen, dass das epitheliale Remodelling der Hornhaut eine Schltsselrolle
in der fruhen postoperativen Myopie- und Astigmatismusregression nach
keratorefraktiven Eingriffen einnimmt. Als einen alternativen Ansatz zu irreversiblen,
gewebeverlierenden Laserverfahren konnte ex vivo die korneale Fillerinjektion in der
Korrektur der Presbyopie als experimentelles Konzept etabliert werden.

Ebenso konnte gezeigt werden, dass die fur das postoperative Trockene Auge nach
keratorefraktiven Eingriffen verantwortlichen Hornhautnerven nicht nur mithilfe der
konfokalen In-vivo-Mikroskopie dargestellt werden konnen. Vielmehr bietet die
hochauflosende OCT einen ersten experimentellen diagnostischen Ansatz mit
grollerem Sichtfeld und im Sinne eines ,Non-Contact“-Verfahrens.

Wenn auch nur in vitro und ex vivo: Es konnte eine neue Methode zum gezielten
Abtrag von erkranktem Hornhautendothel erprobt werden. Ebenso konnte die
Regenerationsfahigkeit unter Rho-Kinase-Inhibtor bzw. unter Hepatocyte Growth
Factor untersucht werden. Letzterer birgt proproliferative und antioxidative Effekte auf
Hornhautendothelzellen, welche potenzielle Reparatur- und Resilienzmechanismen
nach bzw. gegentber Hornhauteingriffen oder -traumata verstarken konnte.

Es ist zu hoffen, dass sich aus den Daten neue klinische Nomogramme und Methoden
zur Behandlung von Sehfehlern ableiten lassen. Die OCT scheint eine
zukunftstrachtige Anwendung als Screening-Tool vor entsprechenden Eingriffen, vor

allem im Hinblick auf die Trockenheit der Augen zu sein.
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