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Abstract

The most used method for ocular surface reconstruction to date is the
transplantation of the human amniotic membrane (AM). However, there are
disadvantages and risks associated with the use of AM that cannot be neglected and
result in the need to establish a new type of material as an alternative to the AM.
Well-known advantages of keratin films (KF) as implants compared to AM are their
transparency, their almost unlimited availability, and their sterility. In this work, the
transplantation of KF into the apical corneal stroma was performed for the first time
in an in vivo rabbit model without the graft being covered by corneal stroma or
epithelium postoperatively. The healing process was then clinically observed and
evaluated in the first cohort at days 3, 7 and 10, in the second cohort at days 7, 14,
21 and 28, particularly regarding corneal epithelialization, transparency and
neovascularization. At the end of the experiment, at day 10 or 28, the histological
evaluation was carried out, with a special focus on epithelial closure and the
inflammatory reaction of the corneal tissue. In the 10-day cohort, all eyes except one
with AM showed a closed epithelium at the end of the experiment; none had a
renewed epithelial defect after the corneal epithelium was completely closed once.
After 28 days in the second cohort, 4 out of 5 animals with an AM had a non-closed
epithelium; in the KF group it was 1 out of 5. The number of animals with epithelial
defects in the AM group increased again from day 14 onward. In contrast to the AM
group, from day 21, all corneas with transplanted KF showed a clear cornea without
any reduction in transparency. No animal with a KF transplant showed
neovascularization at the end of the experiment. Histologically, all corneas across
groups showed a mild local inflammatory reaction with few inflammatory cells,
mostly lymphocytes. The findings confirm previous experimental results, that a KF
does not induce a strong inflammatory reaction in the corneal tissue and that
transparency preserving KF transplantation is possible. In addition, the
epithelialization of KF in the anterior stroma of the cornea and thus its support in
the healing of corneal epithelial defects in vivo were demonstrated for the first time.
Keratin films thus appear promising as a potential biomaterial for the

reconstruction of the ocular surface.



Zusammenfassung

Das bisher am haufigsten verwendete Verfahren Zur
Augenoberflachenrekonstruktion ist die Transplantation der humanen
Amnionmembran (AM). Es bestehen aber nicht zu vernachlassigende Nachteile und
Risiken bei ihrer Verwendung, woraus der Bedarf entsteht, eine Alternative zur AM
zu etablieren. Die bekannten Vorteile von keratinbasierten Biofilmen im Einsatz als
korneale Implantate sind die Transparenz, die nahezu unbegrenzte Verfiigbarkeit
und die Sterilitit. In dieser Arbeit wurde nun erstmals in einem in vivo
Kaninchenmodell die Transplantation von Keratinfilmen (KF) in die apikale
Hornhaut durchgefiihrt, ohne dass das Transplantat postoperativ von Stroma oder
Epithel gedeckt war. Im Anschluss erfolgte die Dokumentation des
Heilungsprozesses, in der ersten Kohorte an den Tagen 3, 7 und 10, in der zweiten
Kohorte an den Tagen 7, 14, 21 und 28, mit den Untersuchungsparametern
Epithelialisierung, Transparenz und Neovaskularisationstendenz. Am Ende der
Versuchsreihen erfolgte die histologische Aufarbeitung mit Fokus auf die
Epithelialisierung und die Entziindungsreaktion des Hornhautgewebes. In der 10-
Tage-Kohorte zeigten vier von fiinf Augen mit einer AM bei Versuchsende ein
geschlossenes Epithel, keines zeigte ein Defektrezidiv nach einmal vollstandig
geschlossenem Hornhautepithel. Nach 28 Tagen wiesen vier von fiinf Tiere in der
AM-Gruppe noch eine Epithelerosio auf, in der KF-Gruppe hingegen nur eines von
funf. Ab Tag 14 stieg die Anzahl der Tiere mit nicht geschlossenem Epithel in der
AM-Gruppe bei Defektrezidiven erneut an.

Ab Tag 21 zeigt sich bei allen Hornhauten der KF-Gruppe eine klare Hornhaut ohne
Transparenzminderung. Neovaskularisationen konnten bei Versuchsabschluss bei
keinem Tier mit einem KF nachgewiesen werden. Histologisch zeigten alle Augen
gruppeniibergreifend eine milde, lokale Entziindungsreaktion mit wenigen
Entziindungszellen, zumeist Lymphozyten. Die Befunde bestdtigen friihere
Versuchsergebnisse mit KF und zeigen, dass KF im Hornhautgewebe keine starke
Entziindungsreaktion induzieren und eine transparenzerhaltende KF-
Transplantation moglich ist. Zusatzlich konnte nun erstmals die Epithelialisierung
von KF und damit die Wundheilung von Hornhautepitheldefekten im in vivo Modell
tiber einen KF hinweg nachgewiesen werden. KF scheinen damit als potenzielles

Biomaterial fiir die Rekonstruktion der Augenoberflache vielversprechend.
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1 Einleitung

1.1 Die Augenoberflache

Die anatomischen Strukturen der Lider, der Bindehaut, sowie des tranenbildenden
Systems und die Hornhaut bilden als System der Augenoberflache eine funktionelle
Einheit (1). Gekennzeichnet durch ein kontinuierliches Epithel dient das System der
Augenoberflache dem Schutz der Integritidt seiner Komponenten (2). Fiir ein gutes
Sehvermogen ist diese Integritit essenziell. Sie muss trotz der permanenten und
unmittelbaren chemischen, physikalischen und immunologischen Umwelteinfliisse

aufrechterhalten werden (3).

1.2 Die Lider

Die Lider dienen als anatomische Struktur dem Schutz des Auges und befeuchten
durch den regelmifiigen Lidschlag die Augenoberfliche. Im Schlaf muss die
Lidspalte verschlossen sein, um eine Austrocknung der Schleimhdute des Auges zu
verhindern. Im Wachzustand reguliert die Grofde der Lidspalte den Lichteinfall.
Etwa zehn Mal pro Minute erfolgt der unwillkiirliche Lidschlag, er verteilt den
Tranenfilm auf der Augenoberfliche und hilft beim Abtransport von
abgeschilfertem Eigen- sowie Fremdmaterial. Bei Reizung des Nervus trigeminus
wird der reflektorische Lidschluss tiber einen Reflexbogen mit dem Nervus facialis
ausgelost. Dabei kontrahiert der Musculus orbicularis oculi, wahrend gleichzeitig

der Musculus levator palpebrae gehemmt wird (4).

1.3 Die Bindehaut

Die durchsichtige Bindehaut besteht aus einem mehrschichtigen Zylinderepithel
mit Bindegewebe. Sie ist im Bereich des Limbus, der Grenze zwischen Bindehaut
und Hornhaut, fest mit dem Bulbus verwachsen. Von dort ausgehend ist die
Bindehaut zunachst auf der Sklera frei verschiebbar. Nach superior und inferior
bildet die Bindehaut eine Umschlagfalte, die sogenannte Fornix Conjunctivae. Sie
geht schliefllich in die Conjunctiva tarsi liber, welche fest an der Innenseite des

Ober- und Unterlides mit dem Tarsus verwachsen ist.



Im Epithel sind zahlreiche Becherzellen verteilt, welche zusammen mit den
Epithelzellen der Hornhaut und Bindehaut den mukésen Anteil des Tranenfilmes
bilden (s.u.). Daneben finden sich in der Bindehaut die Krause-Driisen, welche mit
den Wolfringdriisen die akzessorischen Tranendriisen bilden und zur wassrigen
Befeuchtung der  Augenoberfliche  beitragen. Die feuchte, glatte
Schleimhautoberflache in Kombination mit dem Tranenfilm ldsst den Bulbus bei
Augenbewegungen nahezu reibungsfrei gleiten. Die Bindehaut spielt auch bei
immunologischen Prozessen der Augenoberfliche eine wichtige Rolle. Im
subepithelialen Bindegewebe finden sich Lymphozytenansammlungen und die
Zellen der Bindehaut sezernieren bakterizide Substanzen, Immunglobuline,

Interferone und Prostaglandine (4).

1.4 Der Tranenfilm und das tranenbildende System

Der Tranenfilm bildet die Grenzflache zwischen der Konjunktiva, der Hornhaut und
der Umwelt; seine Dicke betragt circa 3 um (5). Der Tranenfilm setzt sich aus der
aufderen Lipidschicht und einer nach innen kontinuierlich mukéser werdenden
wassrig-mukosen Schicht zusammen. Die Lipidschicht wird von den Meibomdrtisen,
die wassrigen Bestandteile von der Haupttrdanendriise und den akzessorischen
Tranendriisen produziert. Die Muzine entstammen grofdtenteils den Becherzellen
der Bindehaut (sezernierte Muzine wie MUC5AC), aber auch den Epithelzellen der
Bindehaut und Hornhaut (membrangebundene Muzine wie das MUC1, MUC4 und
MUC16) (4,6).

Die Muzine ermdglichen die gleichmafdige Verteilung der wassrigen Phase liber das
Epithel, sorgen fiir die notige Haftung des Tranenfilmes und reduzieren beim
Lidschlag Mikrotraumata des Epithels durch Scherkréafte. Die wassrige Phase bildet
den grofdten Anteil des Tranenfilmes, sie erschafft das optimale Milieu fir die
Epithelzellen. Hier findet der Transport von Nahrstoffen und Sauerstoff in Richtung
Hornhautgewebe statt, aber auch der Abtransport von Epithelabschilferungen
sowie Gift- und Fremdstoffen. Die aufden gelegene Lipidschicht dient in erster Linie
der Reduzierung der Verdunstung des Tranenfilmes, sie stabilisiert und glittet den
Tranenfilm zusatzlich (7).

Der komplexe Aufbau des Tranenfilmes dient seiner wichtigen Aufgabenerfiillung

als vorderster Bestandteil der Augenoberfliache. Die Instandhaltung der Stabilitat



des Tranenfilmes ist dabei entscheidend fiir die optische Qualitat der
Augenoberflache und damit fiir die Sehscharfe. Ein instabiler Tranenfilm fiihrt zu
Unebenheiten der Hornhaut und zu reduziertem Kontrastsehen bei deutlich mehr
optischen Aberrationen (8,9).

Der Tranenfilm unterstiitzt die alltdgliche Regeneration der Hornhaut und férdert,
wenn notig, die Wundheilung iiber eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren (10). Er
wirkt antiinfektiv durch eine Vielzahl an enthaltenen Molekiilen wie dem

antibakteriell wirkenden Lysozym und dem Lactoferrin (11,12).

1.5 Die Hornhaut (Kornea)

Die Hornhaut hat durch ihre vordere, zentrale Lage in der optischen Achse mit ihrer
transparenten und lichtbrechenden Struktur eine Schliisselrolle beim Schutz des
Auges und beim Sehvorgang inne (13).

Die gesunde Hornhaut eines Erwachsenen hat im Durchschnitt einen Durchmesser
von 11,5 bis 12 mm (14). Die Dicke der Hornhaut betragt durchschnittlich 550 pm
und nimmt von 500 pum zentral nach peripher auf ca. 700 um zu (4). Die Hornhaut
wolbt sich nach vorne und ist starker gekriimmt als die Sklera, sodass sie in diese
wie ein Uhrglas in das Uhrgehduse eingelassen wirkt. Durch die spezielle Form mit
steilerem Zentrum und flacherer Peripherie entsteht ein asphérisches optisches
System (15). Die Brechkraft der Hornhaut betragt ca. 43 dpt. und macht damit
ndaherungsweise dreiviertel der Brechkraft des Auges aus. Dieser hohe Wert
entsteht neben der Woélbung durch die unterschiedlichen Brechungsindizes

zwischen Luft (ca. 1,0) und Hornhaut (ca. 1,33) (4).

1.5.1 Erndhrung, Immunprivileg und Innervation

Um die Transparenz zu gewahrleisten, kann die gesunde Hornhaut keine Gefidfe
enthalten und muss einen relativ geringen Wassergehalt aufweisen. Das Fehlen
jeglicher Blut- und Lymphgefafie fiihrt zu Besonderheiten des Gewebes in Bezug auf
die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Es wird daher vom
Randschlingennetz der Bindehautgefafie und von innen tber das Kammerwasser
ernahrt. Von anterior konnen Nahrstoffe und Sauerstoff iiber den Tranenfilm sowie
zusatzlicher Sauerstoff aus der Luft in das Gewebe gelangen (4). Zweiseitig von

Fliissigkeiten umgeben, die flir die Nahrstoffversorgung essenziell sind, besitzt die



Hornhaut einen speziellen anatomischen Aufbau (s. Abb. 1), welcher ihr trotzdem
erlaubt, selbst relativ dehydriert zu bleiben.

Die Hornhaut besitzt ein Immunprivileg und durch die fehlende direkte
Gefafdversorgung eine immunologische Sonderstellung (16). Anders als andere
Gewebe, reagiert die Hornhaut bei Verletzungen unter normalen Umstanden nicht
mit der Induktion von Blut- oder Lymphgefafdbildung. Das Einwachsen der Gefafe
wirde die Transparenz gefahrden und damit die Funktion der Hornhaut. Dieses
Immunprivileg ist daher fiir eine gute Sehkraft essenziell und wird strickt und
redundant lber eine Vielzahl an anti-angiogenen Molekiilen reguliert. Nur im Falle
schwerer Infektionen oder anderer potenziell das gesamte Auge gefahrdender
Situationen kann es zu einer so heftigen und angiogenen Immunreaktion kommen,
welche die Transparenz der Hornhaut ganzlich aufder Acht lasst und einzig dem
Erhalt des Auges dient (17).

Die sensible Innervation erfolgt iiber frei endende Nervenfasern aus dem Nervus
ophthalmicus, dem ersten Ast des Nervus trigeminus (4). Sie ist so ausgepragt, dass
es sich bei der Hornhaut um das am dichtesten innervierte Gewebe des
menschlichen Koérpers handelt (18). Die Nerven verlaufen strahlenférmig nach
vorne und ziehen zentral durch die Hornhautmitte im Stroma. Sie geben Aste zur
Innervation des vorderen und mittleren Stromas ab. Unterhalb der
Bowmanmembran im vorderen Stroma bildet sich ein erster Nervenplexus, dessen
Aste die Bowmanmembran durchbrechen, um einen weiteren Plexus direkt
unterhalb des Epithels zu bilden. Von dort erfolgt die Innervation der Epithelzellen
mit Nervenenden, die bis zu den superfiziellen Plattenepithelzellen reichen (19). Die
dichte Innervation ist ein entscheidender Faktor fiir ein gesundes und intaktes
Hornhautepithel. Die Nerven stellen tber das regelmifiige Blinzeln eine
ausreichende Benetzung des Epithels und die Abschilferung alter Epithelzellen
sicher. Sie bilden zusatzliche wichtige epitheliotrope Substanzen. Eine Degeneration
der sensiblen Innervation der Hornhaut geht daher mit chronischen
Wundheilungsstorungen des Epithels oder sogar persistierenden Ulzerationen im
Hornhautgewebe einher. Diese neurotrophen Keratopathien koénnen zu
sehbedrohenden Komplikationen wie schweren Infektionen und einer Perforation

der Hornhaut fiihren (17).



1.5.2 Die Anatomie der Hornhaut

Das Epithel entstammt dem Ektoderm, das Stroma leitet sich vom Mesoderm ab und

das Endothel entwickelt sich aus der Neuralleiste (20).

Der histologische Aufbau der menschlichen Hornhaut besteht aus 5 Schichten, 3

zellularen (Epithel, Stroma, Endothel) und 2 verbindenden Schichten (Bowman-,

Descemetmembran) (15). Von aufden nach innen sind die Schichten in folgender

Reihenfolge angeordnet: Epithel, Bowmanmembran, Stroma, Descemetmembran,

Endothel (s. Abb.1).
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1.5.2.1 Das Epithel

Das Epithel ist ein unverhorntes mehrschichtiges Plattenepithel und besteht aus
drei unterschiedlichen Zelllagen. Die innen gelegenen Basalzellen bilden eine
einfache Lage Sdulenzellen und sind u.a. iiber Hemidesmosomen fest mit der
Basalmembran und dem darunter liegenden Stroma verbunden (21). Danach folgen
in der Mitte zwei oder drei Reihen Stachelzellen. Auf3en befinden sich zwei Reihen
Plattenepithelzellen (s. Abb. 1).

Das Epithel bildet als dufderste Schicht der Hornhaut die Barriere zur Umwelt, es
schiitzt vor dem Eindringen pathogener Erreger und anderer Fremdstoffe. Die
dichte Barriere hilft dabei, den relativ geringen Wasseranteil des Gewebes trotz des
direkten = Kontaktes zum  Tranenfilm aufrechtzuerhalten (20). Die
Plattenepithelzellen bilden Mikrofalten und Mikrovilli aus, um den Tranenfilm zu

stabilisieren und unterstiitzen so die klare und glatte Augenoberflache (18).

1.5.2.2 Die Bowmanmembran

Die darunterliegende Bowmanmembran ist eine azellulare Schicht des Stromas. Die
Kollagenfasern sind in diesem Bereich um bis zu 50 % kleiner als im restlichen Teil
des Stromas (22). Anders als im darunter liegenden Gewebe sind die
Kollagenfibrillen nicht geordnet und bilden eine filzartige Platte (23).

Die Funktion der Bowmanmembran ist nicht abschlief3end geklart. Sie konnte eine
Rolle beim Schutz des vorderen Nervenplexus der Hornhaut spielen (20). Wilson
und Hong stellten 2000 die Hypothese auf, dass die Bowmanmembran als
Grenzschicht zwischen Epithel und dem restlichen Stroma fungiert. Demnach bilden
die Epithelzellen Interleukine, welche die Migration der Keratozyten zu weit nach
anterior verhindern, um so eine Stérung der Epithelphysiologie zu vermeiden (24).
Seit dem Einzug der phototherapeutischen Keratektomie in den klinischen Alltag
der Augenheilkunde wurde die Bowmanmembran bei vielen Millionen Menschen im
zentralen Bereich der Hornhaut entfernt. Dies geschah ohne Abnahme der
Sehschirfe oder relevante strukturelle Verdnderung der restlichen Hornhaut

(20,24).



1.5.2.3 Das Stroma

Das Stroma bildet bis zu 90% des Hornhautgewebes, es besteht iiberwiegend aus
Lamellen, welche aus parallel angeordneten Kollagenfibrillen bestehen. Die
Fibrillen werden von dicht gepackten Kollagenfasern vorwiegend vom Kollagen Typ
[ und V gebildet. Die Lamellen sind schichtweise angeordnet, die Fibrillen
unterschiedlicher Lagen stehen im rechten Winkel zueinander. Hinzu kommen die
Keratozyten und weitere Bestandteile der Extrazellulirmatrix wie Wasser,
anorganische Salze, Glykoproteine und Proteoglykane (19,25).

Die Grofie des Durchmessers der einzelnen Kollagenfibrillen wird durch die Anzahl
an Verbindungen der Kollagenmolekiile untereinander bestimmt. Die speziellen
Proteoglykane (Decorin, Lumican, Keratocan, Mimecan) im Stroma steuern und
begrenzen die Anlagerung von Kollagenmolekiilen aneinander und limitieren auf
diese Weise das Wachstum der Fibrille. Mit ihrer kleinen einheitlichen Groéfde sorgen
die Glykoproteine (Chondroitinsulfat, Keratansulfat, Heparansulfat) fiir
gleichmaflige Abstande zwischen den fertigen Kollagenfibrillen, indem sie tiber ihre
leucinreichen Strukturen mit dem Kollagen interagieren (25).

Zusammen bildet dies eine regelmafdig angeordnete netzartige Struktur, welche der
Hornhaut ihre Festigkeit und Lichtdurchlassigkeit verleiht (15,26).

Die Keratozyten sind die Hauptzellen des Stromas und fiir die Aufrechterhaltung der
gesamten extrazelluldren Matrix verantwortlich. Sie sind in der Lage Kollagen und
alle weiteren fiir die Homoostase des Stromas wichtigen Molekiile bereitzustellen.
Die Keratozyten haben einen kompakten Zellkoérper mit kleiner Oberflache und
enthalten in ihrem Zytoplasma bis zu 30 % kristalline Proteine, um mogliche

Lichtstreuung zu reduzieren (25).

1.5.2.4 Die Descemetmembran

Die Descemetmembran ist die Basalmembran der Endothelzellen der Hornhaut und
besteht aus einer dichten, zellfreien und transparenten Matrix (27). Die Dicke der
Descemetmembran betrdgt im Kindesalter ca. 3 pm und nimmt im Laufe des Lebens
zu. Im Erwachsenenalter hat sich die Dicke ungefdahr verdreifacht und betragt 8-

10 pm. Damit ist sie die dickste Basalmembran des menschlichen Kérpers.



Die Descemetmembran besteht aus einer anterioren, an das Stroma gebundenen
Schicht und einer posterior liegenden, ungebundenen Schicht. Der anteriore Teil
besteht aus Kollagenen vom Typ IV und VIII und Proteoglykanen, die der
Descemetmembran eine hohe Elastizitit und Widerstandsfahigkeit verleihen.
Dieser Teil ist bereits beim Fetus ab der 12. Gestationswoche nachweisbar und die
Entwicklung ist bei der Geburt abgeschlossen. Der posteriore Anteil besteht aus
einer homogenen Matrix, die von den Endothelzellen im Laufe des Lebens
kontinuierlich gebildet wird wund zur stetigen Dickenzunahme der
Descemetmembran fiihrt (20). Die Descemetmembran schiitzt das Endothel und
verankert die Endothelzellen am posterioren Stroma. Der Einstrom von Wasser in
das Stroma wird durch die Descemetmembran verhindert, wahrend sie gleichzeitig
Nahrstoffe passieren lasst. Damit ist die Descemetmembran entscheidend fiir die
Dehydratation des Stromas durch das Endothel und folglich fiir die Transparenz der

Hornhaut (27).

1.5.2.5 Das Endothel

Das einschichtige Endothel besteht aus einer Lage hauptsachlich hexagonaler, teils
polygonaler Zellen. Es bildet die Riickfliche der Hornhaut zum Kammerwasser und
reguliert die Stoffwechselprozesse zwischen Stroma und Kammerwasser.
Zellteilung findet hier nur in den ersten Lebensmonaten statt. Die Zellzahl betragt
bei der Geburt ca. 6000 pro mm? und nimmt jihrlich um ca. 0.6 % ab (17,18). Das
Endothel ist die entscheidende Schicht der Hornhaut zur Regulation des
Wasseranteils des Gewebes. Der geringe Wasseranteil der Hornhaut im Vergleich zu
den sie umgebenden Strukturen wird vom Endothel aktiv iiber eine
lonenpumpfunktion und passiv liber Zonulae occludentes aufrechterhalten. Der
Prozess der Dehydratation erfolgt mithilfe der Natrium-Kalium ATPase und der
Bikarbonat-abhangigen Magnesium ATPase (20).

Funktionsstorungen des Endothels, beispielsweise durch Verletzungen oder eine
Endothelinsuffizienz bedingt durch eine zu geringe Zellzahl (unter 500-800 pro
mm?), fithren zu einer zunehmenden Hydratation des Stromas. Vor allem
eindringendes Kammerwasser fiihrt dann iiber eine Quellung des Stromas zur

Eintriibung der Hornhaut inklusive einer Abnahme der Sehscharfe (4).



1.5.3 Der Limbus und die Regenerationsmoglichkeiten der Hornhaut
Alle Schichten der Hornhaut miissen im Bedarfsfall auf eine Storung ihrer Integritat
reagieren. Die Zellen des Epithels, das Stroma und das Endothel reagieren dabei

sehr unterschiedlich.

1.5.3.1 Epithelregeneration

Das Epithel als vorderste zelluldre Schicht der Augenoberflédche ist durch seine Lage
anfdllig fiir Verletzungen, es besitzt dementsprechend das notwendige, hohe
Regenerationspotential (17). Bereits unter physiologischen Bedingungen werden
die Plattenepithelzellen nach einer Lebenszeit von ca. einer Woche abgeschilfert
und gelangen in den Tranenfilm (28). Fir die Erneuerung beherbergt die
Basalzellschicht des Epithels in den Vogt-Palisaden des Limbus eine
Stammzellpopulation als Reservoir (s. Abb. 2) (29,30). Durch asymmetrische
Teilung entstehen aus diesen Stammzellen Vorlauferzellen, ohne das Reservoir an
Stammzellen zu erschopfen. Die Zellen wandern zentripetal iiber die Hornhaut zum
Zentrum (s. Abb. 2 B). Wahrend dieser Migration differenzieren die Vorlauferzellen
zunachst zu postmitotischen Zellen und abschlief3end zu Epithelzellen, um so die
Zelllagen des Epithels zu erneuern (31).

Eine schnelle Epithelregenerierung ist notwendig, um Komplikationen wie
Infektionen von tiefergelegenen Schichten der Hornhaut und dem restlichen Auge
abzuwenden. Kleinere Epitheldefekte sind in der Regel innerhalb von 24 h verheilt.
Eine komplexe Komposition aus Wachstumsfaktoren koordiniert den
Heilungsprozess. Im Falle eines Epitheldefektes beginnt umgehend vom Wundrand
ausgehend die Abflachung der Zellen sowie eine zentripetale Zellmigration.
Anschliefdend erfolgt die Differenzierung und Proliferation der Basalzellen, um die

Zelllagen zu erneuern (17).



Y Y
Hornhaut Bindehaut Bindehaut Limbus Hornhaut

Abb. 2: Anatomie des Limbus A: Die Stammzellen befinden sich am Ubergang zwischen Hornhaut
und Bindehaut im Bereich des Limbus. B: Lage der Stammzellen in den Vogt-Palisaden im Bereich

des Limbus und Darstellung der zentripetalen Migration zur Regeneration des Hornhautepithels.

1.5.3.2 Stromaregeneration

Wahrend die zelluliren Bestandteile des Stromas gut ersetzt werden konnen,
besteht die Herausforderung bei der Wiederherstellung des stromalen Gewebes in
der Reorganisation der regelmafdigen Kollagenstruktur (17). Haufig wird dieser
Prozess von Narbenbildung und damit der Eintriibung der betroffenen
Hornhautregion begleitet. Denn wahrend der Wundheilung des Stromas kann das
Volumen an bendtigter Extrazellulirmatrix nicht nur durch die wenigen
Keratozyten gebildet werden. Ist die Verletzung tief genug, um die Struktur und
Funktion der epithelialen Basalmembran zu beintrachtigen, konnen u.a. Botenstoffe
wie PDGF (platelet-derived growth factor) und TGF-f8 (transforming growth factor
beta) vom Epithel ausgehend in das Stroma gelangen. Diese fithren dort zur
Expression von Myofibroblasten, welche grofie Mengen unorganisierter
Extrazellularmatrix produzieren. Der auf diese Weise ermoglichte schnellere

Wundverschluss geht mit einem Verlust an Transparenz einher (19).

1.5.3.3 Endothelregeneration

Im Vergleich aller Schichten der Hornhaut besitzt das Endothel die geringste
Teilungsaktivitit und damit auch die geringste Regenerationsfihigkeit. Bei
Zellverlusten in kleinen Bereichen konnen die Endothelzellen sich ausdehnen und
migrieren, um die einschichtige Zellschicht wieder zu verschlief3en. Erkrankungen
oder Verletzungen, die zu einer deutlichen Reduktion der Zellzahl des Endothels

fiihren, konnen aber nicht kompensiert werden. Wie schon zuvor beschrieben (s.0.)
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kommt es bei Funktionsverlust des Endothels zu dramatischen Folgen fiir die

Sehkraft durch ein quellendes Hornhautgewebe mit Opazitit (17,32).

1.6 Pathologien der Augenoberfliche

Augenoberflachenerkrankungen sind eine heterogene Gruppe unterschiedlichster
Krankheitsentitaten, deren Gemeinsamkeit in der Lokalisation ihrer Manifestation
liegt. Sie konnen sich daher in ihrer Atiologie, dem Verlauf, der Prognose und den
Therapieoptionen deutlich unterscheiden.

Angeborene, degenerative, infektiose, neoplastische, autoimmune und trophische
Erkrankungen kdnnen ebenso wie traumatische Ereignisse zu einem akuten oder
chronischen Zusammenbruch der Augenoberflichenintegritit fithren. Die
Symptome konnen von leichten Missempfindungen bis zu starken Schmerzen
reichen. Das Spektrum der Transparenzreduktion der Hornhaut und damit der
Verlust an Sehkraft reicht von nahezu unbeeintrachtigt iiber massiv ausgepragt bis

hin zur hornhautbedingten Erblindung (1).

1.6.1 Die limbale Stammzellinsuffizienz (LSZI)

Flr viele Augenoberflaichenerkrankungen, wie dem haufigen trockenen Auge, sind
zahlreiche und gute Therapiemdoglichkeiten bekannt. Kommt es aber im Rahmen
von besonders schweren oder chronischen Erkrankungen der Augenoberfldche zur
Reduktion der Stammzellpopulation des Limbus, der sogenannten LSZI, ist die

Behandlung noch immer herausfordernd (33,34).

1.6.2 Ursachen der limbalen Stammzellinsuffizienz

Beispiele von Erkrankungen, die zu einer schweren Augenoberflachenstérung
fiilhren konnen und auch zur LSZI, sind das Stevens-Johnson-Syndrom und die
toxische epidermale Nekrolyse, das okuldare Schleimhautpemphigoid, die
Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion  (Graft-versus-Host-Disease, = GvHD)  und
Traumata, wie chemische oder thermische Verletzungen, Lidanomalien, wie das
Entropium oder die Trichiasis, schwere Formen des trockenen Auges und der
neurotrophen Kerathopathie (35). Letztere entsteht am haufigsten als Folge einer
herpetischen oder diabetischen Schadigung des Nervus trigeminus. Besonders

langanhaltende und heftige Entziindungsintervalle im Rahmen der genannten
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Erkrankungen fiithren zu einer Reduktion der limbalen Stammzellpopulation und
konsekutiv zur LSZI (17,36,37).

Diese heterogene Gruppe, deren Gemeinsamkeit die massive Schadigung der
limbalen Stammzellen und ihrer Nische ist, fithrt zum Verlust der
Regenerationsmoglichkeit des Hornhautepithels (38,39). Angeborene Ursachen fiir
eine LSZI sind selten und im Allgemeinen mit einer Aniridie vergesellschaftet.
Deutlich haufiger ist die Ursache fiir die Insuffizienz erworben, sie entsteht am
haufigsten im Rahmen von Unfillen wie chemischen oder thermischen
Verletzungen (75 %). Wie zuvor erwdhnt konnen zahlreiche schwere Erkrankungen
der Augenoberflache eine LSZI zur Folge haben. Besondere Relevanz als zweit
haufigste Ursache haben die zwei okulomukokutanen Syndrome, das Stevens-
Johnson-Syndrom bzw. die toxische epidermale Nekrolyse und das okuladre
Pemphigoid mit einem gemeinsamen Anteil von ca. 8 % (40). Bei beiden
Erkrankungen kommt es haufig Zu besonders schweren
Augenoberflachenerkrankungen, da sie eine Kombination aus starker
Inflammation, Tranenfilmverlust und Bindehautvernarbung zur Folge haben (41).
Die lang anhaltende Inflammation fiihrt zur Schadigung mit folgender Ausdiinnung
der limbalen Stammzellpopulation (37).

Beim Stevens-Johnson-Syndrom und ebenso bei der schwereren Verlaufsform der
toxischen epidermalen Nekrolyse handelt es sich um eine zellvermittelte verzogerte
Uberempfindlichkeitsreaktion meist gegeniiber Medikamenten oder Erregern. Da
sich die Symptome oft erst Wochen nach der Exposition ausbilden, ist das
Identifizieren des Auslosers schwierig und meist erfolglos. Zu den akuten
ophthalmologischen Befunden gehort eine ausgepragte Blepharitis, eine papillare
Konjunktivitis unter Ausbildung von Membranen und Pseudomembranen sowie
eine erosive Keratitis. Spater entwickeln sich dann Bindehautvernarbungen mit
Fornixverkiirzungen und einem daraus resultierenden Symblepharon. Es kommt zu
schweren Lidkomplikationen wie dem Narbenentropium und -ektropium, einer
Trichiasis und dem Ankyloblepharon. Die Entziindungsreaktion und das
Narbenentropium mit den fehlstehenden Wimpern fiithren zu einer schweren
Keratopathie mit Vernarbungen und einer Vaskularisierung.

Beim Schleimhautpemphigoid oder dem vernarbenden okuliren Pemphigoid

kommt es zu mukokutaner Blasenbildung. Eine zytotoxische Typ-II-
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Uberempfindlichkeitsreaktion unbekannter Genese fiihrt zur Antikérperbindung an
der Basalmembran mit konsekutiver autoimmun verursachter Ablésung von
Epithelien und anschlieflender fortschreitender Vernarbung. Das okular
vernarbende Pemphigoid betrifft meist die Konjunktiva und verursacht eine
papilldare Konjunktivitis mit Fibrose. Es fiihrt zu Symblephara und durch Zerstérung
der Becherzellen und der akzessorischen Tranendriisen in Kombination mit einem
Verschluss der grofden Tranendriisengiange zur Austrocknung der Augenoberflache.
Epitheldefeke, Infiltrationen und eine Neovaskularisierung der Hornhaut sind die
Folge (18).

Seltener kann die limbale Stammzellpopulation iatrogen durch wiederholte
chirurgische Eingriffe, Kryo- oder Bestrahlungstherapie im Rahmen anderer
Augenerkrankungen induziert werden. Mechanische, toxische und entziindliche
Faktoren in Kombination mit einer Hypoxie konnen zur Schiadigung der limbalen

Stammzellen beim Tragen von Kontaktlinsen fiihren.

1.6.3 Klinik der limbalen Stammzellinsuffizienz

Je nach Ausmafd der Schiadigung des Limbus wird zwischen einer partiellen
Insuffizienz mit sektoriellem Verlust der Stammzellpopulation und einer totalen,
zirkuldren LSZI unterschieden (38,42).

Stets kommt es durch die Schiadigung des Limbus zur Aufhebung der Barriere
zwischen Bindehaut und Hornhaut (43). Der Ersatz kornealen Epithels durch Zellen
der Bindehaut begleitet von sekunddren Neovaskularisationen wird als
Konjunktivalisierung bezeichnet und ist pathognomonisch fiir die LSZI (38). Der
Nachweis von fiir die Bindehaut typischen Becherzellen im Hornhautepithel gilt
daher als sicherstes Zeichen fiir die Diagnose (44). Das neu gebildete, irreguliare
Epithel besitzt nur lockere Interzelluldrverbindungen (45). Dies fiihrt zu
persistierenden Erosiones, stromalen Ulzerationen und Vernarbungen. Der Verlust
an loslichen VEGF-Rezeptoren (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor,
Endothelwachstumsfaktor-Rezeptor) im neuen Epithel fiihrt Zu
Neovaskularisationen tiber den Limbus hinaus (46).

Es resultieren chronische Schmerzen und ein Sehverlust. Die permanente Gefahr
einer das gesamte Auge bedrohenden Sekundérinfektion und einer Perforation

besteht (38,41).
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1.7 Transplantationen zur Rekonstruktion der Augenoberflache

Da konservative Therapieansiatze haufig nicht ausreichen, um eine addquate
Rekonstruktion der Augenoberflache erzielen zu kénnen, sind mikrochirurgische
Eingriffe wie Transplantationen das Mittel der Wahl, um schwere
Augenoberflachenerkrankungen zu stabilisieren (33,36).

Das Management schwerer Augenoberflaichenerkrankungen hat sich dabei in den
letzten Jahrzehnten drastisch verdandert. Noch in den 1970er Jahren war die
Prognose fiir Patienten mit schwer erkrankten Augenoberflachen stets schlecht
(41). Die Lage der Stammzellen im Bereich des Limbus und ihre entscheidende
Funktion bei der Wiederherstellung des Hornhautepithels wurde erstmals 1971
postuliert und brachte einen Paradigmenwechsel in der Behandlung von schweren
Augenoberflachenerkrankungen (29). Ein weiterer Durchbruch war die operative
Verwendung von menschlicher AM als Basalmembranersatz sowie als Patch zum
temporaren Schutz der Augenoberflache (33,47).

Ziel der Rekonstruktion ist die Wiederherstellung eines stabilen Zustandes der
Augenoberflache. Der operative Eingriff soll folglich das Risiko fiir Defekte und
deren Komplikationen wie Ulzerationen, Infektionen und Perforationen so weit wie
moglich reduzieren. Primares Ziel der Rehabilitation der Augenoberflache ist daher
eine moglichst konstante Oberflachenintegritit, nur selten kann eine zeitnahe
Visusverbesserung realisiert werden. Bei guter Rekonstruktionsméglichkeit kann

gleichzeitig oder spater eine Hornhauttransplantation erwogen werden (3,33).

1.7.1 Transplantationschirurgie der Hornhaut

Die erste erfolgreiche Hornhauttransplantation wurde bereits 1906 durchgefiihrt.
Seitdem hat sich das Verfahren deutlich weiter entwickelt und gerade in den letzten
Jahren fand ein rasanter Wandel hin zu lamellaren Transplantationsverfahren statt
(48-50). Neben der perforierenden Keratoplastik, bei der die Hornhaut iiber alle
Gewebeschichten hinweg durch Spendergewebe ersetzt wird, sind heute durch
verbesserte Dissektionstechniken zahlreiche Varianten von lamelldren
Hornhauttransplantationen mdoglich (51). Diese Techniken zum Ersatz nur der
inneren oder aufleren Hornhautschichten haben in jlingster Vergangenheit die

perforierende Keratoplastik immer mehr ersetzt (52). Bei Endothelerkrankungen,
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wie der Fuchs-Endotheldystrophie, haben Hornhautteiltransplantationen, wie
die Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty (DSAEK) und die
Descemet Membrane Endothelial Keratoplasty (DMEK), an Bedeutung und damit an
Anzahl der durchgefiihrten Operationen enorm zugenommen und sind heute der
Goldstandard der Therapie (52,53). Liegt die Erkrankung im Bereich der vorderen
Hornhaut, beispielsweise im vorderen Stroma bei einem Patienten mit Keratokonus,
so hat sich die tiefe anteriore lamelldre Keratoplastik (Deep Anterior Lamellar
Keratplasty, DALK) als sicheres Verfahren mit geringerem Risikoprofil gegeniiber
der perforierende Transplantation etabliert (54). Die Moglichkeit eines weniger
invasiven Vorgehens und das gezielte Adressieren der erkrankten Hornhautschicht
durch die Operation, haben je nach Erkrankung und Verfahren zu besseren
Ergebnissen hinsichtlich des Astigmatismus, der Hornhautstabilitit, der
Rehabilitationszeit und zu weniger immunologischen Prozessen wie
Abstofdungsreaktionen gefithrt (49). Trotz dieser enormen Erfolge und
Verbesserungen in der Transplantationstechnik bleibt kein Zweifel daran bestehen,
dass eine alleinige Hornhauttransplantation mit Spendergewebe beim Patienten mit
manifester LSZI kontraindiziert ist. Erst in Kombination mit einer limbalen
Stammzelltransplantation konnen die zuvor genannten Transplantationsverfahren
bei Patienten mit LSZI zum Einsatz kommen. Neben der ausbleibenden
Epithelregeneration @ wiirde es  sonst zwangslaufig zur  erneuten
Konjunktivalisierung mit Neovaskularisationen und zu immunologischen

Prozessen mit konsekutiver Abstofdungsreaktion kommen (33).

1.7.2 Transplantationschirurgie des Limbus

Wahrend Patienten mit einer partiellen LSZI mittels Exzision des Bindehautepithels
von der Hornhaut und ggf. einer erganzenden Amniontransplantation therapiert
werden konnen, ist dies bei totaler LSZI aufgrund des Ausfalls der kompletten
stammzellbasierten Epithelregeneration nicht moglich (55).

Limbale Stammzellen zur Rekonstruktion von schweren
Augenoberflachenerkrankungen wurden erstmalig im Jahre 1989 transplantiert.
Damals erfolgte die Entnahme von Limbus- und Bindehautgewebe vom gesunden
Partnerauge als autologes Spendergewebe zur Behandlung der

Augenoberflachenerkrankung des kontralateralen Auges (56). Der Erfolg, der heute
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als CLAU (Conjunctival Limbal Autograft) bezeichneten Transplantation, war ein
Durchbruch fiir die limbale Stammzelltransplantationschirurgie. Es folgten
Versuche mit anderen Spendergeweben und neuen Techniken. Um Patienten mit
bilateraler LSZI behandeln zu konnen, erfolgte 1994 die erste allogene limbale
Stammzelltransplantation mit Limbusgewebe von Organspendern (57). Kurze Zeit
spater erfolgte bereits die erste allogene Transplantation von limbalen Stammzellen
mit einer zuvor mehrere Tage gelagerten korneoskleralen Gewebescheibe, heute als
Keratolimbal Allograft (KLAL) bezeichnet (58).

Patienten mit unilateraler totaler LSZI werden noch immer mit autologen limbalen
Stammezelltransplantationen behandelt. Der Vorteil, der nicht zu befiirchtenden
Immunreaktion durch das koérpereigene Spendergewebe am erkrankten Auge,
liberwiegt in der klinischen Praxis hdufig gegentliber dem Risiko einer iatrogenen
LSZI am gesunden Auge. Zunichst wird der komplette Bindehautpannus vom
erkrankten Auge entfernt, danach wird das Spendergewebe am gesunden Auge
gewonnen. Tseng und Kenyon transplantierten anschliefend zwei
Limbustransplantate iiber drei Uhrzeiten direkt vom gesunden auf das erkrankte
Auge (56). Auf diese Weise wurden jahrelang erfolgreiche limbale
Stammzelltransplantationen durchgefiihrt. Bis heute sind nur wenige Berichte von
Komplikationen, wie der von einer Patientengruppe mit kontaktlinseninduzierter
LSZI, am gesunden Spenderauge durch die Transplantatgewinnung bekannt (59).
Dennoch war der Wunsch grof3, das Verfahren fiir das einzige gesunde Auge des
Patienten weniger invasiv zu gestalten und das Risiko fiir Infektionen, Narben und
eine LSZI am Spenderauge so gering wie moglich zu halten (60).

Bei der SLET (Simple Limbal Epithelial Transplantation) ist ein nur 2x2 mm grofies
autologes Transplantat vom gesunden Partnerauge notig. Vor der Verwendung wird
der Pannus am erkrankten Auge entfernt und anschliefiend eine AM mittels
Fibrinkleber auf der Augenoberfliche befestigt. Das Limbustransplantat wird als
Biopsat gewonnen, in bis zu zehn kleine Stiicke zerteilt und mit dem Epithel nach
oben erneut mittels Fibrinkleber auf der AM fixiert. Eine Stabilisierungsrate der
Hornhautoberflache von 76 %, nach iiber zwolf Monaten Beobachtungszeitraum
post operativ, scheint die erhoffte in vivo Expansion der limbalen Stammzellen zu
bestatigen. Der Ablauf und Mechanismus der Zellmigration der Stammzellen ist bis

heute aber nicht geklart (61).
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Das Ziel, autologe Stammzellen nach der Entnahme und vor der Transplantation ex
vivo zu kultivieren, um so aus einer kleinen Entnahme-Biopsie ein grofdes
Transplantat gewinnen zu kénnen, wird seit 1997 verfolgt (62). Bei den heute
etablierten Methoden wird AM oder ein Fibrinsubstrattrager als Geriist fiir die
Stammzellexpansion genutzt. Dieses Konzept der CLET (Cultivated Limbal Epithelial
Transplantation) ist allerdings mit einer aufwendigen Infrastruktur und hohen
Kosten verbunden. Das seit 2015 von der Europdischen Union zugelassene
Holoclar® ist ein stammzellbasiertes Arzneimittel auf Fibrinbasis und nutzt das
Prinzip der CLET (63).

Eine fiir beide Verfahren geeignete Patientengruppe bilden diejenigen mit
einseitiger LSZI, besonders bei intakter Tranenproduktion. Holoclar® als erstes
kommerziell verfiighares, stammzell-basiertes Arzneimittel ist zusatzlich auf die
Behandlung von chemischen und thermalen Verbrennungen limitiert.

Flr Patienten mit beidseitiger LSZI bleibt daher das Therapiemanagement der
Augenoberflachen eine grofde Herausforderung, auch aufgrund des Mangels an
transplantierbarem autologen Gewebes. Erste Praxiserfahrung bei einer kleinen
Patientenanzahl besteht mit der COMET (Cultivated Oral Mucosal Transplantation),
bei der ex vivo kultiviertes Mundschleimhautepithel transplantiert wird (64).
Durch diese Innovation kann zwar eine bilaterale LSZI mit einem autologen
Transplantat behandelt werden, erneute Hornhautvaskularisationen und ein
geringer Visusgewinn limitieren allerdings aktuell noch das Therapiekonzept (65).
Flr Patienten mit beidseitiger LSZI bleibt neben der bereits erwdahnten KLAL (s. S.
16), bei der das Limbusgewebe am Hornhauttransplantat anhaftet, noch die
Moglichkeit eines allogenen Bindehaut-Limbus-Transplantates. Bei dieser
Transplantatform ist das limbale Gewebe der Bindehaut anhéngig. Es kann sowohl
von einem verstorbenen Organspender als c-CLAL (cadaveric Conjunctival Limbal
Allograft), als auch von verwandten Lebendspendern als sogenanntes Ir-CLAL
(living-relative Conjunctival Limbal Allograft) gewonnen werden (41).

In allen Fillen einer allogenen Transplantation ist eine dauerhafte
immunsupprimierende  Therapie mit den verbundenen systemischen
Nebenwirkungen vonnoéten. Trotz dieser Therapie bleibt das Risiko eines
Transplantatversagens aufgrund einer immunologischen Abstofdungsreaktion

hoch, da allogenes Gewebe in den gut vaskularisierten Bereich des Limbus
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transplantiert wird. Bei Patienten mit chronischen oder inflammatorischen
Erkrankungen der Augenoberfliche, wie unter anderem dem Stevens-Johnson-

Syndrom (s. Kapitel 1.7.1), steigt das Risiko noch einmal deutlich an (41,66).

1.7.3 Transplantationschirurgie der Amnionmembran

Die AM wurde erstmals 1940 zur Rekonstruktion der Augenoberflache verwendet
und hat sich, spdtestens seit der steigenden Anzahl an Amniontransplantationen in
den 1990er Jahren und mit der Standardisierung der Praparation und
Konservierung, als wichtige Therapieoption im klinischen Alltag etabliert (67,68).
Die AM ist die innerste, gefafdfreie Schicht der Plazenta zum Fétus hin gelegen. Sie
ist aus drei Schichten aufgebaut. Die Innerste bildet ein kuboides einlagiges Epithel
mit zahlreichen Mikrovilli. Dem angelagert folgt die Basalmembran des Epithels. Sie
besteht vorwiegend aus Kollagen sowie Laminin, Fibronektin und Hyaluronsaure.
Die dufderste zum Chorion hin gelegene Schicht der AM bildet das Stroma. Es weist
eine Dreiteilung in eine innere kompakte, eine mittlere lockere und eine aufdere
schwammige Ebene auf. Das Stroma besteht aus einer Kollagenmatrix und enthalt
locker angeordnete Fibroblasten in der mittleren Schicht (69).

Als Transplantat besitzt die AM gute mechanische, wachstumsférdernde,
neurotrope sowie antifibrotische, antientziindliche und antiangiogene
Eigenschaften (35,70). Die Zellen der AM exprimieren sehr wenig Human Leukocyte
Antigen (HLA) der Klassen Ia und Ib. Auf diese Weise provoziert die AM, obwohl
allogenes Spendermaterial, keine immunologische Abstofdungsreaktion (71). Das
Gewebe ist flexibel und elastisch, es bietet guten mechanischen Schutz gegen das
Abtragen von neugebildetem Epithel als Folge der Reibung des Lidschlages (72).
Durch die grofRe Ahnlichkeit des Kollagenaufbaus der Basalmembranen von AM,
Hornhaut und Bindehaut entsteht eine gute Leitstruktur fiir das Wachstum und die
Adhdsion von Epithelzellen (73,74). Durch die Sezernierung des epithelialen
Wachstumsfaktors (EGF), des Hepatozytenwachstumsfaktors (HGF) und des
Keratinozytenwachstumsfaktors (KGF) fordert die AM die Proliferation und
Differenzierung der Epithelzellen (75). Die neurotrope Wirkung der AM kann auf
Substanzen wie den neurotrophen Wachstumsfaktor (NGF) oder Ephrin A4
zurlckgefiihrt werden (76,77). Durch die Unterdriickung der Proliferation und

Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten wirkt die AM antifibrotisch
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und regulierend auf die bereits beschriebene Stromaregeneration (s. Kapitel
1.6.4.2) (78). Die Zellen der AM produzieren antiangiogene Substanzen wie
Thrombospondin 1 oder Endostatin, welche sich auch im Stroma nachweisen lassen
(79). Die antiinflammtorische Wirkung eines Amniontransplantates entsteht durch
die Unterdriickung zahlreicher inflammatorischer Zytokine der Augenoberflache,
wie die der Interleukin-1-Familie (80). Zusatzlich besitzt die AM die Fahigkeit,
Entziindungszellen zu binden und deren Apoptose zu induzieren (81). Aufgrund
dieser zahlreichen positiven Eigenschaften hat die AM grofde Relevanz als
Transplantat zur Augenoberflichenrekonstruktion gewonnen. Zudem bestehen
Moglichkeiten der Lagerung ohne diese Vorteile einzubiifen (82,83).

Die AM kann als Transplantat einlagig oder mehrlagig in den Defekt eingesetzt
werden (Inlay) oder tiber den Defekt als Verband (Patch) gespannt werden (84,85).
Beim Verwenden der AM als Transplantat (/nlay) erfolgt das Einndhen der AM mit
der Basalmembran nach aufden gerichtet, als Verband (Patch) verwendet spielt die
Orientierung keine Rolle. Wahrend das AM-Transplantat permanent verbleibt, wird
der Verband in der Regel nach ca. einer Woche entfernt oder erneuert. Bei
kryokonservierter AM entfallen nach dieser Zeitspanne die positiven Effekte der
zuvor noch durch die Kalte devitalisierten Zellen sezernierten Substanzen. Beide
Techniken kénnen auch kombiniert zur Anwendung kommen. In diesem Fall dient
der Verband dem Schutz des Transplantates (67). Nach einer Transplantation
(Inlay) kann die AM im Ganzen in die Augenoberflache integriert werden, ist aber
noch Monate nach der Operation nachweisbar (74). Schlussendlich wird sie durch
korpereigenes Gewebe ersetzt. Keratozyten wandern in das Gewebe der AM ein,
differenzieren zu Mpyofibroblasten und bilden neues Kollagen zur
Stromaregeneration (86,87).

Die klassischen Indikationen fiir ein Amniontransplantat (Inlay) sind persistierende
Epitheldefekte und Ulzerationen. Als natiirlicher Verband (Patch) hingegen wird die
AM haufig in akuten Situationen wie bei Verbrennungen, der herpetischer Keratitis
oder dem Stevens-Johnson-Syndrom angewandt. Dartiiber hinaus kommt die AM bei
zahlreichen weiteren Indikationen zur Anwendung. Einige Beispiele sind die
schmerzhafte bullése Kerathopathie, die Defektdeckung nach der Entfernung von

Narben, Tumoren oder einem Pterygium (67).
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Beider Therapie der LSZI wird die AM allein oder in Kombination mit verschiedenen
Arten der Gewebetransplantation (CLAU, Ir-CLAL u. KLAL) genutzt. Die AM kann zur
Therapie der LSZI auch als Substrat zur Expansion der transplantierten Zellen
fungieren, dies kann vor der Transplantation ex vivo (CLET, COMET) oder nach der
Operation in vivo (SLET) geschehen (88). Weitere neue Techniken zur Verwendung
der AM werden bereits in der Klinik erprobt, wie die der AM-assistierten Umleitung
von Bindehautepithelzellen zur Vermeidung einer Besiedelung der Hornhaut durch
Bindehautgewebe nach erfolgter Stammzelltransplantation (89). Erste
Anstrengungen werden bereits unternommen, AM zu klinisch leicht applizierbaren
Augentropfen zu verarbeiten, um die Vorteile der AM zukiinftig auch als

konservative Therapie nutzen zu kénnen (90).

1.7.4 Keratin als Alternative zur Rekonstruktion der Augenoberflache

In den vergangenen Jahren wurde Keratin aus menschlichen Haaren als potente,
vom Menschen stammende Ressource und natiirlich gewinnbares Biomaterial
erkannt. Besonders hervorzuheben ist die ausgezeichnete Biokompatibilitat, die
zellularen Interaktionsstellen und die biologische Abbaubarkeit (91). Keratine sind
Proteine, die sich in harten oder filamentdsen Strukturen wie Haaren, Nageln,
Hornern, Hufen und Federn finden. Haarkeratine sind intrazellulare
Zytoskelettproteine, die in den Eptihelfollikelzellen wahrend der Haarentwicklung
gebildet werden (35,92). Die cysteinreichen Strukturproteine weisen aufgrund
einer Vielzahl von Disulfidbriicken eine hohe mechanische Festigkeit auf (35,93).
Keratine konnen in schwach verfestigte, sogenannte weiche Keratine, die
beispielsweise Bestandteile der Haut bilden und harte Keratine in Haaren und
Nageln mit kohdrenterer Struktur sowie hoherem Gehalt an Schwefel und Lipiden
unterteilt werden (94).

Keratine aus menschlichen Haaren werden folglich als harte Keratine klassifiziert
und bestehen zu 65-96 % aus Proteinen, zu 1-9 % aus Lipiden und zu 3 % aus
Melanin. Hinzu kommen Nebenverbindungen, die vor allem vom
Feuchtigkeitsgehalt abhdngen (91).

Die allgemein bekannte Hauptfunktion der Keratine als Bestandteil von Haut und
Haaren besteht im Schutz der Epithelzellen vor physischem und nicht-physischem

Stress. Allerdings wurden weitere komplexe Funktionen der Keratine entdeckt, bei
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denen gewebespezifische Aufgaben der Zellsignal- und Zellstressbewaltigung erfiillt
werden (95). Keratine spielen beispielsweise eine wichtige zytoprotektive Rolle fiir
die Zellen der Leber. Ein Fehlen oder eine Storung der Proteine flihrt zu deutlich
fragileren Hepatozyten mit einer dramatisch erhohten Anfalligkeit fiir stress- oder
toxininduzierte Leberschaden (96).

Keratine, die traditionell aus tierischen Hartgeweben wie Wolle, Federn und
Hornern extrahiert wurden, sind schon lange und haufig in der Kosmetikindustrie
im Einsatz. Jiingere Entwicklungen, das Keratin unter relativ milden Bedingungen
aus menschlichem Haar zu extrahieren, haben jedoch zu einer betradchtlichen Anzahl
erfolgreicher Biomaterialanwendungen gefiihrt (91).

Bei der Extraktion der Keratine mittels Oxidation entstehen Keratosen, bei denen
die Cysteinreste irreversibel zu Cysteinsdureestern oxidiert werden. Die Gewinnung
der Proteine ausschlief3lich mit Reduktionsmitteln fithrt dazu, dass hydrophobe und
bei PH-Wert Schwankungen stabilere Keratine entstehen.

Dabei werden die Disulfidbindungen des Cystin aufgebrochen und in 2 Cysteinreste
umgewandelt (97). Keratin kann so als Biomaterial in vivo tiber Wochen bis Monate
persistieren (98).

Das am haufigsten und auch fiir diesen Versuch verwendete Reagenz zur reduktiven
Gewinnung des Keratins ist die von Nakamura et al. entwickelte Shindai-Losung.
Die Shindai-LOosung besteht aus Tromethamin, Thioharnstoff, Harnstoff und 5 %
Mercaptoethanol. Der Harnstoff und der Thioharnstoff fiihren zu Unterbrechungen
von Wasserstoffbriickenbindungen und ermoglichen so den Zugang des
reduzierenden Reagenz Mercaptoethanol zu den Disulfidbriicken. Diese reagieren
mit dem Thiolat-Anion des Mercaptoethanols und die Disulfidbriicke wird
aufgebrochen. Das Tromethamin wird zur optimalen PH-Einstellung zugegeben und
obwohl Disulfidverbindungen bei hohen PH-Werten besonders leicht hydrolisiert
werden konnen, liegt der PH-Wert der Shindai-Losung bei 8,5. Denn stark alkalische
Bedingungen iiber einem PH-Wert von 10,0 wiirden liber eine Deamidierung zu
Unterbrechungen in der Peptidkette des Proteins fithren. Auf eine reduktive
Extraktion folgt eine Dialyse, um die Chemikalien auszuwaschen und um die
Disulfid-Cystin-Bindungen wieder herzustellen. Durch Reoxidation der Cystein-

Thiolen entsteht auf diese Weise regeneriertes Keratin (97,99,100).
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Auf dieser Grundlage konnen durch ein Verfahren von Reichl seit 2011
transplantierbare, standardisierte Filme mit hoher Transparenz aus Keratin
hergestellt werden. Die Methode verwendet Haarkeratindialysat, einen
Weichmacher (Glycerol) sowie einen kontrollierten Trocknungs- und
Aushartungsprozess (93).

Mittels Feinjustierungen im Herstellungsprozess, wie eine Verdnderung der
Keratindialysatzusammensetzung, des Gehaltes an Weichmacher sowie der
Aushartungstemperatur und -dauer ist es moglich, die KF moglichst optimal an die

Anforderungen anzupassen (101).

1.8 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ob KF ein potenzielles Biomaterial fiir die Rekonstruktion der Augenoberflache
darstellen, ist bislang ungeklart. Frithere Versuche mit KF konnten zeigen, dass eine
transparenzerhaltende Transplantation in das tiefe Stroma der Hornhaut méglich
ist.

Durch die erstmalige Transplantation von KF in das apikale Stroma, bei zuvor
erfolgter Epithelabtragung im Transplantatbereich, kann nun zum ersten Mal
bewertet werden, ob ein Epithelschluss und damit eine Wundheilung im in vivo
Modell tiber den KF hinweg gelingen kann.

Zusatzlich zur Epithelialisierung sollte die Transparenz bei geringer Entzliindungs-
und Neovaskularisationstendenz erhalten bleiben. Die Ergebnisse werden mit
denen verglichen, die durch die Transplantation des klinisch etablierten Verfahrens

einer AM erzielt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Herstellung der Keratinfilme

Die in dieser Arbeit verwendeten KF wurden von Prof. Reichl und seinem Team
(Institut fiir Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie, Technische
Universitdt Braunschweig, Mendelssohnstr. 1, 38106 Brauschweig, Deutschland)
aus menschlichen Haaren nach der von Reichl 2011 entwickelten Methode
prapariert und zur Verfligung gestellt (35,101).

Dazu wurden menschliche Haare von einem gewdhnlichen Friseursalon gewonnen
und intensiv mit einer Mischung aus Wasser und 0.5 % Natriumlaurylsulfat (SDS)
gewaschen. Anschlieffend wurden sie mit frischem Wasser gespiilt und
luftgetrocknet. Um Lipidriickstinde zu extrahieren, wurden die Haare im Anschluss
fiir zwolf Stunden in n-Hexan eingelegt und danach erneut getrocknet, bis die n-
Hexanruckstiande verdunstet waren. Das trockene Haar wurde mit einer
Kugelmiihle vom Typ MM301 (Retsch, Haan, Deutschland) zu Pulver gemahlen
(101). Aus dem so entstandenen Pulver wurde mit der Shindai Methode das
menschliche Keratin als Basis fiir die Filme gewonnen (99). Eine 400 ml wéssrige
Extraktionslosung (pH 8.5) bestehend aus 25 mM Tromethamin-Hydrochlorid
(Tris-HCL), 2.6 M Thiourea, 5 M Urea und fiinfprozentigem 2-Mercaptoethanol
wurde dabei mit 20 g des zuvor gewonnenen Haarpulvers vermischt und bei 50 °C
fiir 72 h inkubiert. Die Mischung wurde bei einem Lastvielfachen (g-Wert) von 4500
fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels Filterpapiers mit einer
Porengrofde von 2.5 mm gefiltert. Das so gewonnene Filtrat wird als Shindaiextrakt
(SE) bezeichnet und wurde bei 20 °C bis zur Verwendung gelagert (99).

Eine Menge von 100 ml SE wurde mittels der Zellulosemembran MWCO
(Spectra/Por®, molecular weight cut-off: 6-8000 Da) fiir 24 h bei 20 °C gegen
5000 ml destilliertes Wasser dialysiert. Die Dialyse wurde sechs Mal wiederholt, bis
keine Osmolaritat und kein 2-Mercaptoethanol mehr mit dem Ellmans Reagenz im
Dialysat nachweisbar war. Um die groben Bestandteile zu entfernen, wurde das so
entstandene wassrige Keratindialysat bei einem g-Wert von 10.000 fiir 30 min

zentrifugiert und anschlief3end sofort fiir die Herstellung der KF verwendet (101).
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In einem zweiten Verfahren wurde die gleiche Menge SE auf die gleiche Weise
dialysiert, nur diesmal gegen 0.25 M Natriumhydroxidlésung (NaOH) bei 4 °C.

Die so gewonnene Losung wurde mittels Ultrafiltration unter Verwendung einer
Zellulosemembran MWCO 5000 Da und mit Hilfe des Vivaspin® 20 Konzentrators
konzentriert. Das Filtrat wurde verworfen und der Uberstand mit 0.05 pM NaOH
verdiinnt, um so das alkalische Keratindialysat zu erhalten (101).

Zur Herstellung der KF wurde das wassrige Keratinfilmdialysat mit dem alkalischen
Keratinfilmdialysat im Verhaltnis 9:1 vermischt und 1 % Glycerol hinzugefiigt.
Dieses Dialysatgemisch wurde auf hydrophob beschichtete Polyethylenplatten
gegossen und tiber Nacht an der Luft getrocknet. Um biomechanisch stabile Filme
zu erhalten, wurden diese im Trockenschrank fiir 2 h bei 110 °C ausgehartet
(35,101).

Vor der Verwendung wurden die Filme mittels H202 in einem Sterrad® 100S
Plasmasterilisator (ASP, Irvine, California, USA) sterilisiert und mit einer Losung aus
PBS und 5 % Penicillin-Streptomycin (5000 U/ml, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA) gewaschen. Diese Losung wurde zwei Mal taglich fiir 7 Tage
erneuert und die KF bis zur Transplantation fiir mind. 6 h in Dulbecco’s Modified

Eagle’s Medium (DMEM) aquilibriert (35,36).

2.2 Die Amnionmembran

Die menschliche AM wurde bei elektiv durchgefiihrten Kaiserschnitten nach
erfolgter Einverstandniserklirung der werdenden Mutter gewonnen. Alle
Methoden zur Gewinnung des menschlichen Materials unterliegen den ethischen
Grundsatzen und Standards der Deklaration von Helsinki (35). Die intakte AM
wurde mittels stumpfer Praparation vom = Chorion getrennt, mit
Phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen und auf 7.5 cm x 7.5 cm sterilen
Nitrozellulosemembranen (Kantena, New Jersey, USA) mit dem Epithel nach oben
aufgebracht. Anschlief3end wurde die AM in 50 % DMEM und 50 % Glycerol bei

-80 °C bis zur Verwendung kryokonserviert (35,102).
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2.3 Das Tiermodell

Alle durchgefiihrten Experimente unterliegen dem Standard der Beschliisse fiir
Tierversuche der Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).
Der Versuch wurde beim Landesamt fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (LANUV NRW) angemeldet  und genehmigt
(Registrierungsnummer: 84-02.04.2011.A256).

Es wurden 30 weibliche Kaninchen der Rasse ,Weifde Neuseelander” mit einem
Gewicht von 2 kg bis 2,5 kg verwendet. Die Tiere wurden in der Zentralen
Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT)
der Heinrich-Heine-Universitit in einem Tierhaltungsraum mit einer
Luftwechselrate von 15 bis 20 pro Stunde, bei 50-70 % Luftfeuchtigkeit in Kafigen
mit den Mafden 80 cm x 50 cm x 60 cm gehalten.

Die Tiere erhielten jeden Tag pro Kilogramm Korpergewicht 80 g Sniff-
Alleinfuttermittel® fiir Kaninchen (Sniff Spezialdidten GmbH, Soest). Zusatzlich

wurde einmal am Tag Heu gefiittert.

2.4 Die Operation

Alle Tiere erhielten zur Narkose vor Beginn der Operation eine intravendse
Injektion mit Ketaminhydrochlorid (25 mg pro kg Korpergewicht) und
Xylazinhydrochlorid (5 mg pro kg Korpergewicht). Bei allen 30 in den Versuch
eingeschlossenen Tieren wurde nur das rechte Auge operiert (35).

Nach dem Erzielen einer ausreichenden Sedierung wurde das Auge zunachst mit
Povidonjod 0,5 % desinfiziert und anschlief}end der Bulbus zur Stabilisierung
prolabiert. Alle Operationsschritte wurden unter sterilen Bedingungen von
demselben Operateur und mit Hilfe eines Operationsmikroskopes (Carl Zeiss,
Oberkochen, Germany) durchgefiihrt (35).

Bei allen Tieren wurde eine superfizielle Keratektomie durchgefiihrt, bei der das
Epithel und die obersten Stromaschichten im zentralen Bereich der Hornhaut
entfernt werden. Die Keratektomie wurde mit einem Trepan mit 4 mm Durchmesser
kreisrund im Zentrum der Hornhaut markiert. Anschlief3end wurden das Epithel
und das anteriore Drittel des Stromas im markierten Bereich mittels Sichelmesser
entfernt (s. Abb. 3a). Bei allen Tieren wurde nach erfolgter Keratektomie, abermals

mit dem Sichelmesser, eine 360 Grad umfassende 2 mm grofde lamelldre Tasche
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manuell in das tiefer gelegene Stroma prapariert (s. Abb. 3 b und Abb. 4 gelb
umrandet). Darauffolgend wurden die Tiere je nach Versuchsgruppe

unterschiedlichen Operationsmaf3nahmen unterzogen (35).

EENRSE

Abb. 3: Intraoperative Darstellung der Kontrollgruppe (a); der KF-Gruppe (b); der KF-Gruppe mit
farblich hervorgehobener Lagedarstellung (2b): Der blaue Bereich markiert den KF im Bereich der

Keratektomie, der gelbe Bereich den Teil des KF innerhalb des Stromas; der AM-Gruppe (c)

Bei der Kontrollgruppe war die Operation im Bereich der Hornhaut damit beendet
und die Tiere erhielten am Ende des Eingriffes eine Silikonhydrogel-Kontaktlinse
mit einem Durchmesser von 13,8 mm (Air Optix Night&Day Aqua, Alcon, Freiburg,
Deutschland) und final eine Tarsorraphie. Bei der lateralen Tarsorraphie wird die
Nickhaut von nasal nach temporal tiber den Bulbus gespannt und seitlich fixiert. In
diesem Versuch erfolgte die Naht mittels nicht resorbierbarer monofiler Faden in
der Starke 5,0.

Die AM wurde mittels einer 4 mm Biopsiestanze vor der operativen Verwendung
zugeschnitten. Bei den Tieren der AM-Gruppe wurde diese mittels 10,0 Nylon
Einzelknopfnahten so im Stroma der Hornhaut fixiert, dass die AM den Bereich der
superfiziellen Keratektomie bedeckte (s. Abb. 3 c).

Die KF konnten genau wie eine AM mit Einzelknopfnahten im Bereich der Hornhaut
fixiert werden (103). Die Nahte in den KF zeigten in vorherigen Studien
postoperativ allerdings eine hohere Lockerungsneigung, welches zu einer
schlechteren Lage und damit Anpassung der KF an die Augenoberflache fiihren
konnte (36). Aufgrund dieser Beobachtung wurden die KF in dem hier
beschriebenen Versuch nahtlos, mithilfe einer intrastromalen Tasche im
Randbereich des KF, auf der Augenoberflache fixiert (35). Dazu wurde bei den
Tieren der KF-Gruppe in die prdparierte stromale Tasche ein KF-Implantat

eingesetzt. In einem Zwischenschritt wurden im Durchmesser 5 mm grof3e,
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kreisformige KF-Implantate mit einer 5 mm Biopsiestanze (PFM Medical, Kéln,
Germany) aus den KF ausgestanzt. Die KF-Implantate wurden in die zuvor
geschnittene stromale Tasche eingesetzt, sodass ihr Rand in die Tasche hineinragte.
Der &ufdere Ring des kreisrunden Implantates steckte somit zwischen zwei
stromalen Blattern in der Tasche und verankerte den KF im Stroma. Der innere Teil
des KF lag dem Stroma nur auf und bildete in diesem Bereich die aktuelle
Augenoberfldche, da das Epithel und das anteriore Stroma durch die superfizielle
Keratektomie fehlte (s. Abb. 3 und Abb. 4). Im Anschluss erhielten alle Tiere mit KF-
oder AM-Transplantat ebenfalls eine Silikonhydrogel-Kontaktlinse und eine laterale

Tarsorraphie (35).

Epithel Keratinfilm

Stroma Endothel

Epithel

\ ‘Keratinfilm

Stroma Endothel

Abb. 4: Implantatlage Schematische Darstellung (oben) und histologische Ansicht (unten,
nach 10 Tagen, HE-Farbung) der Lage des KF innerhalb der Stromatasche (gelb umrandet)
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2.5 Verlauf und Gruppen

Insgesamt wurden 30 Tiere in den Versuch eingeschlossen. 10 Tiere erhielten ein
KF-Implantat, 10 Tiere eine AM und 10 Tiere wurden der Kontrollgruppe
zugeordnet. Jeweils die Halfte jeder Gruppe (5 Tiere) wurde entweder der 10 Tages-
oder 4-Wochen-Kohorte zugeteilt. So wurden 15 Tiere (je 5 Tiere aus jeder Gruppe)
liber einen Zeitraum von 10 Tagen und 15 Tiere (ebenfalls 5 Tiere aus jeder Gruppe)
liber einen Zeitraum von 4 Wochen untersucht und behandelt (vgl. Abb. 5).

Alle Tiere erhielten zwei Mal tiglich Ofloxacin (3 mg/ml, Bausch und Lomb,
Rochester, New York, USA) und Dexamethason (1,3 mg/ml, Bausch und Lomb, New
York, USA) Augentropfen tliber die gesamte Dauer des Versuches, je nach Kohorte

folglich fiir die Dauer von 10 Tagen oder 4 Wochen.

| |
. 10
10 Kontrolle 10 Keratinfilm .
Amnionmembran
5
Amnionmembran
5
Keratinfilm Amnionmembran

Abb. 5: Tierkohorten und -gruppen Ubersicht iiber die Zuordnung der Versuchstiere zu ihren jeweiligen

|
Behandlung

10 Tages Kohorte
4 Wochen Kohorte

5
Keratinfilm

I

Behandlungsgruppen und Kohorten
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Die Tiere wurden jeweils zu festgelegten Untersuchungstagen wie oben
beschrieben narkotisiert (s. Abb. 6), die Tarsorraphie erdffnet, die Kontaktlinse
entfernt und die Hornhaut klinisch beurteilt. Die Untersuchungstage der 10 Tages
Kohorte waren Tag 3, Tag 7 und Tag 10, die der 4 Wochen Kohorte waren Tag 7, Tag
14, Tag 21 und Tag 28 (s. Abb. 6).

Operation

10 Tages Kohorte 4 Wochen Kohorte

Klinische Untersuchungen

Tag 3,7, 10 Tag 7,14, 21, 28

|¢

Hornhautentnahme fir die Histologie

Tag 10 Tag 28

Abb. 6: Ubersicht iiber den zeitlichen Ablauf des Versuches

Wahrend jeder Untersuchung wurden Fotos mit einer Digitalkamera (Canon Ixus
117HS) tlber das Operationsmikroskop geschossen. Mit einem Millimeterlineal
wurden dabei mogliche Epitheldefekte auf den Fotos in ihrer Groéfie messbar
dokumentiert.

Alle Augen erhielten zusatzlich Natrium-Fluorescein Augentropfen (Fluosine®
Fluorescein 2 %, Pharma Stulln GmbH, Stulln, Deutschland) und wurden wahrend
der Untersuchung mit kobaltblauem Licht im Wellenldngenbereich von 450-500 nm

bestrahlt, um so mdogliche Epitheldefekte zu visualisieren (35).
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Alle Untersuchungen wurden stets von demselben Untersucher nach einem festen
Kriterienkatalog beurteilt (s. Abb. 7) (104).

Zur Auswertung des Ergebnisses wurde fiir jeden Untersuchungstag der
Mittwelwert der jeweiligen Einzelkriterien Epitheldefekt, Neovaskularisation und
Transparenz gebildet. Zusatzlich wurde der sogenannte Hornhautscore aus der
Summe der Mittelwerte der Einzelkriterien berechnet, welcher den klinischen
Zustand der Hornhdute zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt insgesamt

abbildet (35).

Epitheldefekt * 0 Negativ

(Fluoresceinprobe) o 1 Positiv

0 keine grofier als 4mm

o1 4mm grof3 oder grofier in
weniger als 3 Uhrzeiten

2 4 mm grof} oder grofier in mehr
als 3 Uhrzeiten aber weniger als

Neovaskularisation 6 Uhrzeiten
*3 4mm grof3 oder grofier in mehr

als 6 Uhrzeiten aber weniger
als 9 Uhrzeiten

4 4mm grof3 oder grofier in mehr
als 9 Uhrzeiten

0 keine Triibung: klare Hornhaut,
Irisdetails klar erkennbar

T o1 milde Triilbung: erkennbar,
LU el (V4 Irisdetails bleiben sichtbar
2 starke Tribung: Irisdetails

verborgen

Abb. 7: Klinische Kriterien zur Bewertung und Quantifizierung des Befundes der Hornhaut

an den Untersuchungstagen (104)
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2.6 Histologie

Am Ende der Versuchszeit nach der Abschlussuntersuchung, je nach Kohorte an Tag
10 oder an Tag 28, erfolgte die Euthanasie der Tiere mittels Isofluran als
Inhalationsandsthetikum und anschlieffend die Entnahme der Hornhaut zur
Aufbereitung fiir die histologische Auswertung.

Die Hornhdute wurden in Technovit 8100® (Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland) folgend dem Standardprotokoll des Herstellers fiir die
Gewebevorbereitung und das Einbettungsverfahren eingebettet.

Dafiir wurde die Hornhaut limbusnah mittels Schere aus dem Bulbus
herausgetrennt und sofort in PBS mit 2 % Paraformaldehyd fiir 4 h bei einem pH-
Wert von 7,4 und einer Temperatur von 4 °C fixiert. Danach wurde das Gewebe in
PBS mit einem Zusatz von 6,8-prozentiger Saccharose fiir 12 h bei 4 °C
nachbehandelt. Anschlief}end wurden alle Gewebeproben mit 100 % Aceton
gewaschen und bis zum Entwéassern der Hornhaut in Aceton gelagert (Technovit,
Gebrauchanweisung 8100).

Nach der Fixation und der Dehydration der Hornhdute wurde das Gewebe fiir

6-10 h bei 4 °C in die Infiltrationslosung, bestehend aus 100 ml Technovit 8100
Basislosung und 0,6 g Technovit 8100 Harter 1, gegeben.

Flr das Einbetten der Gewebeprobe in festem Material, die Polymerisation, wurden
die Hornhdute zunachst mittig geteilt und in der Tefloneinbettform Histoform S®
platziert.

Die Schnittkanten lagen dem Boden der Mulden in der Form auf (s. Abb. 8). Durch
Vermischen von 15 ml Infiltrationslésung mit 0,5 ml Technovit 8100 Harter 2
entstand nach fliinf Minuten die Polymerisationslosung. Mittels einer Pipette
wurden mit dieser die Mulden bis zum Rand befiillt und die Form anschiefiend
luftdicht mit einer  Polyethylenfolie = verschlossen. @~ Wahrend  der
Polymerisationsdauer von mindestens 3 h wurde die Einbettform bei 4 °C gelagert,
um die optimale Temperatur fiir das Katalysatorensystem des
Kiltepolymerisationsprozesses Zu gewahrleisten. Die Farbe der
Polymerisationslosung veranderte sich von zuerst gelblich-griinlich zu transparent

als der Prozess abgeschlossen war (105).
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Hornhauthalfte

| Mulde der Histoform
Schnittkante

Abb. 8: Schematische Darstellung der Hornhautschnittkante und ihrer spateren Lage in der

Histoformmulde

Die eingebetteten Hornhauthilften wurden nach vollstindiger Aushartung von
Technovit8100® mit Histobloc® und Technovit3040® aufgeblockt. Dazu wurde
zundchst die Folie von den Muldendéffnungen der Histoform S® entfernt und
anschliefdend der Histbloc® als Tragerteil auf die Mulden der Histoform S® gestellt.
Der Histobloc® verfiigt iiber eine Offnung fiir Technovit3040®, ein schnellhirtender
2-Komponenten-Kunststoff auf Methylmethacrylat-Basis, der eine feste Verbindung
mit dem Histobloc® und dem Technovit8100® in der Mulde eingeht. Technovit
3040® wurde fliissig in die Histobloc® Formen gefiillt und hartete nach circa fiinf
Minuten aus. Die Gewebeproben wurden mit einem Rotationsmikrotom (Leica
Mikrotom RM 2255, Leica GmbH, Nussloch, Deutschland) in vier pm dicke Schnitte
geschnitten und auf Objekttrager aufgezogen. Jeder fiinfte Schnitt wurde mit
Hamatoxylin-Eosin gefarbt, um bei der spateren Mikroskopie die unterschiedlichen
Gewebestrukturen und deren Verdnderungen beurteilen zu konnen. Durch die
Farbung werden Zellkerne und Keratin blau dargestellt, alle anderen Gewebe, wie
das kollagenreiche Stroma, rotlich in unterschiedlichen Intensitdten. Zunachst
wurden die Schnitte fiir 15 min in Hamatoxylinlésung (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) gefarbt, danach fiir 10 min in Leitungswasser gebldaut und zum
Abschluss kurz in destilliertem Wasser gespiilt. Anschliefiend erfolgte die
Gegenfarbung mit Eosin. Dazu wurden die Schnitte fiir flinf Minuten in 0,5 % Eosin-

G-Losung (Eosin G-Losung wassrig, Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert,
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kurz mit destilliertem Wasser gespiilt und danach in einer Alkoholreihe mit
aufsteigender Konzentration (70 %, 95 %, 99,8 %) entwassert. Zur Klarung wurden
die Schnitte anschliefsend fiinf Minuten in Xylol (Xylol Isomere fiir Histologie, Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) getaucht und abschliefend mit Roti® Histo Kitt II
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt.

Alle histologischen Schnitte wurden nach einem standardisierten Bewertungssystem
(s. Abb. 9) im Hinblick auf die Entziindung ausgewertet (35,106-108). Dazu
wurden fiinf zentrale Schnitte pro Hornhaut von einem unabhangigen
Untersucher, Facharzt fiir Pathologie, betrachtet und bewertet sowie die
Scorewerte von null bis vier vergeben (s. Abb. 9). Bei jedem Tier der KF- und AM-
Gruppe wurde bei diesem Vorgang das Vorhandensein des Implantates im
histologischen Praparat gepriift. Der Scorewert fiir die Histologie wurde aus dem

Mittelwert der Einzelergebnisse der Augen fiir jede Versuchsgruppe gebildet (35).

Histologiebewertungssystem

Scorewert Inflammation

Keine Entziindungszellen

Sehr wenige
Entziindungszellen

Wenige Entziindungszellen,
nur im Bereich der
Keratektomie und

Stromatasche

Viele Entziindungszellen,
auch im umgebenen Stroma

Sehr viele
Entziindungszellen, iiber
die ganze Tiefe der
Hornhaut

Abb. 9: Das histologische Scoringsystem mit den Kriterien zur Bewertung der

Entziindung der Hornhaut am Ende des Versuches (105,106).
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2.7 Datenauswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware Prism 9.0.0
(GraphPad, La ]Jolla, California, USA). Alle Werte sind als Mittelwert =*
Standardabweichung  (SD) angegeben. Zum  Vergleich der beiden
Interventionsgruppen und der Kontrollgruppe im Zeitverlauf wurde fiir jeden
einzelnen Parameter sowie fiir den kumulierten Hornhautscore eine Zwei-Wege-
ANOVA mit einem Dunn-Bonferroni-Post-hoc-Test durchgefiihrt. Veranderungen
im Laufe der Zeit in jeder separaten Gruppe und Unterschiede in der endgiiltigen
Transparenz in den drei Gruppen wurden mit einer Einweg-ANOVA berechnet. Der
Einfluss auf die endgiiltige Transparenz wurde mit der Spearman-Korrelation

analysiert. Als signifikant galten Testergebnisse mit einem Wert p < 0,05 (35).
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Ergebnisse

3.1.1 Epitheldefekt

Abbildung 10 zeigt den Mittelwert des Scores des Epitheldefektes in der 10 Tage
Kohorte an den Untersuchungstagen. An Tag drei zeigte sich in der Kontrollgruppe
bei 1/5 Tieren ein kompletter Epithelschluss. In der KF-Gruppe und in der AM-
Gruppe bestand an Tag drei noch bei allen Tieren (5/5) ein Epitheldefekt. Wahrend
in der Kontrollgruppe und in der KF-Gruppe an Tag 7 bereits 5/5 der Tiere einen
kompletten Epithelschluss zeigten, waren es in der AM-Gruppe erst 3/5. An Tag
sieben bestand damit ein signifikanter Unterschied zwischen der AM- und der
Kontrollgruppe (p =0,0046) und ebenso zwischen der AM- und der KF-Gruppe
(p=0,0046).

An Tag 10 war noch bei einem Tier in der AM-Gruppe ein Epitheldefekt vorhanden
(1/5). Alle anderen Tiere wiesen ein geschlossenes Epithel auf. Bei keinem der Tiere

kam es im Verlauf zu einem erneuten Epitheldefekt bei zuvor geschlossener

Augenoberflache.
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Abb. 10 Epitheldefekt der 10 Tage Kohorte, KO=Kontrollgruppe, AM=AM-
Gruppe KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte des Epitheldefektes
der Versuchsgruppen, p<0,05=*, p<0,005=**
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Abbildung 11 zeigt den Mittelwert des Scores des Epitheldefektes in der 28 Tage
Kohorte an den Untersuchungstagen.

Ab Tag sieben war in der Kontrollgruppe bei 5/5 der Tiere das Epithel komplett
geschlossen. In der Kontrollgruppe lieffen sich auch zu den spateren
Untersuchungszeitpunkten keine Epitheldefekte mehr nachweisen.

In der AM-Gruppe war an Tag 7 noch bei 2/5 der Tiere ein Epitheldefekt
nachweisbar. 5/5 der mit einem KF behandelten Tiere zeigten an Tag 7 noch einen
Epitheldefekt.

An Tag 14 zeigte sich in der AM-Gruppe noch bei 2/5 der Tiere und in der KF-Gruppe
noch bei 3/5 der Tiere ein Epitheldefekt. An Tag 21 bestand in der AM-Gruppe
wieder bei 3/5 der Tiere ein Epitheldefekt und in der KF-Gruppe noch bei 2/5. Bis
zum Versuchsende an Tag 28 nahm die Zahl der Tiere mit Epitheldefekt in der AM-
Gruppe auf 4/5 zu, in der KF-Gruppe auf 1/5 ab. Zu keinem Zeitpunkt zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der AM- und der KF-Gruppe (alle p > 0,0541).

1.5 k%% % %k
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\ . AM
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Abb. 11 Epitheldefekt der 28 Tage Kohorte, KO=Kontrollgruppe, AM=AM-
Gruppe KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte des Epitheldefektes
der Versuchsgruppen, p<0,05=*, p<0,005="*, p<0,0005="**
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3.1.2 Neovaskularisation

Abbildung 12 zeigt den Mittelwert des Scores der Neovaskularisation in der 10 Tage
Kohorte an den Untersuchungstagen. Hier zeigten 2/5 der Tiere der AM-Gruppe an
Tag 7 eine Neovaskularisation. Die Gefafd3neubildung ist an Tag 10 bei beiden Tieren
nicht mehr erkennbar. An Tag 7 bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der
Amnion- und der Kontrollgruppe (p = 0,0039) sowie zwischen der Amnion- und der
KF-Gruppe (p = 0,0039). In der Kontrollgruppe und in der KF-Gruppe zeigten sich

in der 10 Tages Kohorte zu keinem Zeitpunkt Neovaskularisationen.
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Abb. 12 Neovaskularisationen der 10 Tage Kohorte, KO=Kontrollgruppe,
AM=AM-Gruppe KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte der

Neovaskularisation der Versuchsgruppen, p<0,05="* p<0,005=**
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Abbildung 13 zeigt den Mittelwert des Scores der Neovaskularisation in der 28 Tage
Kohorte an den Untersuchungstagen. Hier zeigten sich in der Kontrollgruppe und in
der KF-Gruppe zu keinem Zeitpunkt Neovaskularisationen. In der AM-Gruppe zeigte
sich bei 1/5 Tieren ab dem 21. Tag eine Neovaskularisation, diese war auch am 28.
Tag, bei Abschluss des Versuches, noch erkennbar. Diese Neovaskularisation befand
sich im Bereich eines gelockerten Fadens im Randbereich der AM. Zu keinem

Zeitpunkt waren die Unterschiede zwischen den Gruppen signifikant (p > 0,2039).
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Abb. 13 Neovaskularisationen der 28 Tage Kohorte, KO=Kontrollgruppe,
AM=AM-Gruppe, KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte der

Neovaskularisation der Versuchsgruppen

3.1.3 Transparenz

Abbildung 14 zeigt den Mittelwert des Scores der Transparenz an den
Untersuchungstagen in der 10 Tage Kohorte. Der Score fiir die Transparenz war in
der Kontrollgruppe zu jedem Untersuchungszeitpunkt und bei jedem Tier stets, 0.
Die mit AM behandelten Augen wiesen alle (5/5) an den Untersuchungstagen drei
und sieben noch Triibungen der Hornhaut auf. Die Irisdetails blieben dabei stets
erkennbar und der Score betrug an diesen Tagen fiir alle Tiere , 1“. Bis zum Ende des
Versuches, an Tag zehn, hatte sich die Transparenz bei 3/5 der Tiere auf den Wert
,0“ gebessert, die restlichen 2/5 der Tiere schlossen den Versuch mit dem Scorewert

,1“ ab.
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Bei den mit KF behandelten Augen zeigten sich an Tag drei und sieben noch bei 5/5
der Tiere eine Triibung, die Irisdetails blieben dabei stets erkennbar und der Score
betrug ,1“. Bis zum Ende des Versuches, an Tag 10, hatte sich die Transparenz bei
2/5 der Tiere auf den Wert ,0“ gebessert, die restlichen 3/5 schlossen den Versuch
mit dem Wert ,1“ ab. Es zeigte sich an jedem Untersuchungstag ein signifikanter
Unterschied zwischen den Interventionsgruppen (AM und KF) und der
Kontrollgruppe (alle p < 0,05).

Zu keinem Zeitpunkt zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der AM- und

der KF-Gruppe (alle p > 0,686).
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Abb. 14 Transparenz der 7 Tage Kohorte, KO=Kontrollgruppe, AM=AM-Gruppe
KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte der Transparenz der

Versuchsgruppen, p<0,05=*, p<0,005="** p<0,0005=*** p<0,00001 =****
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Abbildung 15 zeigt den Mittelwert des Scores der Transparenz in der 28 Tage
Kohorte an den Untersuchungstagen. Der Scorewert fiir die Transparenz betrug in
der Kontrollgruppe wie schon im 10-Tage-Versuch fiir alle Hornhdute stets ,,0“.

An Tag sieben zeigten 5/5 der Tiere der KF-Gruppe Triibungen, welche alle mit dem
Scorewert , 1“ bewertet wurden (Irisdetails erkennbar). An Tag 14 wiesen noch 4/5
der Tiere mit einem KF den Scorewert ,1“ auf, 1/5 zeigte eine transparente
Hornhaut (Scorewert ,0“). Ab Tag 21 zeigte keines der Tiere aus der KF-Gruppe
mehr Triibungen der Hornhaut, alle erhielten zu diesem Zeitpunkt den Scorewert
,0% Schlussendlich beendeten auch alle (5/5) Tiere der KF-Gruppe an Tag 28 den
Versuch mit dem Scorewert,,0“.

Von den mit einer AM behandelten Augen wiesen an Tag sieben noch 4/5
Triibungen der Hornhaut auf, bei einem der Tiere waren die Irisdetails nicht
erkennbar (Scorewert ,2“). An Tag 14 zeigten nur noch 2/5 eine Hornhauttriibung,
allerdings waren in beiden Fallen die Irisdetails verdeckt (Scorewert,2“). An Tag 21
stieg die Anzahl der Tiere mit Triibungen in der AM-Gruppe auf 3/5 an und dies
blieb bis zum Versuchsende unverdndert. Nur an Tag sieben zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der AM- und der KF-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p = 0,0112). Wahrend sich die Transparenz im Zeitverlauf von 28
Tagen fiir die AM-Gruppe nicht signifikant veranderte (p = 0,7110), verbesserte sie
sich in der KF-Gruppe wahrend dieser Zeitspanne signifikant (p = 0,0063). Wahrend
die Neovaskularisation keinen signifikanten Einfluss auf die Transparenz hatte
(p=0,0667, Spearmans r = 0,6202), hatten Epitheldefekte einen signifikanten
Einfluss (p = 0,0220, Spearmans r = 0,7032).
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Abb. 15 Transparenz der 28 Tage Kohorte, KO=Kontrollgruppe, AM=AM-
Gruppe, KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte der Transparenz der

Versuchsgruppen, p<0,05=*

3.1.4 Hornhautscore

Abbildung 16 zeigt den Mittelwert des kumulierten Hornhautscores der 10 Tage
Kohorte. Dieser ergibt sich aus der Summe der Werte der vorherigen drei Kriterien
(Epitheldefekt, Neovaskularisation, Transparenz).

An Tag drei lag der Hornhautscore aller Tiere, die mit einer AM oder einem KF
behandelt worden sind, bei ,,2“. An Tag 7 fiel der Mittelwert des Hornhautscores in
der KF-Gruppe durch den Epithelschluss bei allen (5/5) Tieren auf den Wert ,1“
(s. Abb. 10). Der Mittelwert der AM-Gruppe lag an Tag 7 mit dem Wert ,2“ noch
doppelt so hoch, bedingt durch den weiter bestehenden Epitheldefekt bei 3/5 der
Tiere (s. Abb. 10) sowie durch die auftretenden Neovaskularisationen bei 2/5 der
Tiere (s. Abb. 12). An Tag 7 zeigte sich daher ein signifikanter Unterschied zwischen
der AM- und der KF-Gruppe (p = 0,0032).
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Wahrend sich in der AM-Gruppe an Tag 10 noch ein Epitheldefekt zeigte (s. Abb. 10),
war die Transparenz in der KF-Gruppe bei Versuchsabschluss reduzierter
(s. Abb. 14), beide Interventionsgruppen schlossen insgesamt den Versuch mit dem
gleichen Mittelwert im kumulativen Hornhautscore ab.

In der 10 Tage Kohorte wurden fiir beide Interventionsgruppen signifikante
Verdanderungen im Zeitverlauf gefunden (AM-Gruppe: p = 0,0192; KF-Gruppe:
p =0,00070).
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Abb. 16 Hornhautscore der 10 Tage Kohorte, KO=Kontrollgruppe, AM=AM-
Gruppe KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte des Hornhautscores

der Versuchsgruppen, p<0,05=*, p<0,005=**, p<0,0005="***, p<0,00001="****

Abbildung 17 zeigt die Mittelwerte des Hornhautscores der 28 Tage Kohorte an den
Untersuchungstagen. Die Kontrollgruppe wies ab dem ersten Untersuchungstag bis
zum Versuchsabschluss bei 5/5 der Tiere den Scorewert,0“ auf.

An Tag 7 erhielten alle Tiere mit KF den Scorewert ,2% bedingt durch die
bestehenden Epitheldefekte und die leichten Transparenzminderungen (s. Abb. 11
und Abb. 15).

Mit Voranschreiten des Versuches schloss sich das Epithel kontinuierlich bei immer
mehr Tieren (s. Abb. 11). Ab Untersuchungstag 21 waren alle Hornhdute der KF-
Gruppe transparent (s. Abb. 15). Neovaskularisationen traten in der KF-Gruppe zu
keinem Zeitpunkt auf. Der Mittelwert des Hornhautscores sank daher bis zum

letzten Versuchstag, Tag 28 (s. Abb. 17).
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Am ersten Untersuchungszeitpunkt, Tag sieben, lag der Mittelwert des
Hornhautscores in der AM-Gruppe unter dem der KF-Gruppe. Durch eine Zunahme
der Epitheldefekte im Versuchsverlauf (s. Abb. 11) sowie die neu gebildeten
Neovaskularisationen (s. Abb. 13) bei konstanter Transparenzminderung (s. Abb.
15) stieg der Mittelwert des Hornhautscores ab Tag 21 in der AM-Gruppe an.

Wahrend sich der Hornhautscore fiir die AM-Gruppe in der 28 Tage Kohorte im
Zeitverlauf nicht signifikant verdanderte (p = 0,4749), verbesserte er sich in der KF-
Gruppe signifikant (p=0,0257). Bei Versuchsende, an Tag 28, bestand ein
signifikanter Unterschied zwischen der KF- und der AM-Gruppe (p = 0,0235).
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Abb. 17 Hornhautscore der 28 Tage Kohorte, KO=Kontrollgruppe, AM=AM-
Gruppe, KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte des Hornhautscores

der Versuchsgruppen, p<0,05=*, p<0,005=**
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3.2 Inflammation in der Histologie

In der Kontrollgruppe erhielten alle Augen an Tag zehn und 28 in der histologischen
Auswertung den Wert ,0“.

In der KF-Gruppe lagen in der 10 Tage Kohorte alle Tiere bei einem Wert von , 1%
Zwei Tiere wurden von der histologischen Auswertung ausgeschlossen, da der KF
nicht eindeutig identifiziert werden konnte.

In der AM-Gruppe erhielten vier von flinf Tiere den Wert, 1“ und ein Tier erhielt den
Wert ,,0“ (s. Abb. 18). Es zeigte sich nach zehn Tagen ein signifikanter Unterschied
zwischen der AM-Gruppe und der Kontrollgruppe (p = 0,0235) sowie zwischen der
KF- und der Kontrollgruppe (p = 0,0020). Ein signifikanter Unterschied zwischen
der AM- und der KF-Gruppe zeigte sich nicht (p = 0,7219).

Nach 28 Tagen erhielten in der KF-Gruppe drei Tiere den Wert, 1“ und zwei von fiinf
Tiere den Wert ,,0“. Bei den mit AM behandelten Tieren erhielten drei den Wert , 1%,
eins den Wert ,2“ und eins den Wert ,,0“ (s. Abb. 18). Es zeigte sich nach 28 Tagen
histologisch ein signifikanter Unterschied zwischen der AM- und der
Kontrollgruppe hinsichtlich der Inflammation (p=0,0020). Ein signifikanter
Unterschied zwischen der KF- und der Kontrollgruppe zeigte sich nicht (p = 0,0716),
ebenso bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der AM- und der KF-
Gruppe (p = 0,0867). Insgesamt zeigten alle Augen gruppeniibergreifend maximal
eine milde Entzliindungsreaktion. Der héchste vergebene Scorewert betrug ,2“ von
moglichen ,4“ und beschreibt damit ,wenige lokale Entziindungszellen“ (s. Abb. 9).
Dabei handelte es sich zumeist um Lymphozyten, gelegentlich auch um

Plasmazellen oder Granulozyten in geringer Zahl.
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Abb. 18 Inflammation in der histologischen Auswertung, KO=Kontrollgruppe,
AM=AM-Gruppe KF=KF-Gruppe, Score=Mittelwerte der Scorewerte des
Histologiescores der Versuchsgruppen, p<0,05=*, p<0,005=**

3.3 Epithelialisierung der Keratinfilme

Nach zehn Tagen konnte bei allen Tieren der AM-Gruppe ein Transplantat
histologisch identifiziert werden. In der Gruppe der KF konnte die Histologie nur bei
drei von fiinf Tieren ausgewertet werden, da zwei Implantate wahrend der
histologischen Aufarbeitung verloren gingen. Bei den drei Tieren, bei denen der KF
identifiziert werden konnte, zeigte die HE-Farbung ein mehrschichtiges Epithel,
welches das Implantat bedeckte (s. Abb. 19). Das Epithel lag ohne Spaltbildung dem
KF an, was als gute Adhasion gedeutet werden kann. Eine Migration von
Keratozyten in den KF war nicht erkennbar. Im Gegensatz zur AM-Gruppe zeigte
sich bei den mit KF behandelten Augen keine hornhauttypische Epithelschichtung
mit basal kuboiderer und nach apikal abflachender Zellmorphologie.

Es bildete sich zwar ein mehrschichtiges Epithel, eine geordnete physiologische
Schichtung und Orientierung der Zellen bestand aber nicht.

Nach 28 Tagen waren bei allen Tieren in der AM-Gruppe und auch in der KF-Gruppe
Reste der Implantate erkennbar. Die Integritit der Keratinfilm- als auch der

Amnionmembranimplantate war jedoch bei allen Tieren aufgehoben. In allen Fillen
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einer Amnionmembranimplantation zeigte sich oberhalb des Transplantates ein
Epithel mit nahezu physiologischer Zellmorphologie und Schichtung. Die Histologie
der Keratinfilmimplantate zeigte hingegen weiterhin ein mehrschichtiges Epithel,
dessen Zellen in ihrer Morphologie den kornealen Stachel- und Plattenepithelzellen
dhneln, eine geordnete physiologische Schichtung der Zellen bestand aber auch
nach 28 Tagen nicht.

In allen Fallen lag das Epithel eng dem Keratinfilm oder den nur noch

fragmentarisch erhaltenen Amnionmembranimplantaten an.
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Abb. 19 Histologische Darstellung der KF (Doppelpfeil) und der AM (Pfeile) in HE-Farbung.
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4 Diskussion

Die vorliegende Studie untersucht die Wirksamkeit von KF als Substrat fiir die
Heilung von Hornhautepitheldefekten in einem Kaninchenmodell als Alternative

zur AM.

4.1 Limitationen der Amnionmembran

Da die AM gespendetes menschliches Gewebe ist, bestehen nicht zu
vernachldssigende Nachteile und Risiken bei ihrer Verwendung (35). Signifikante
Konzentrationsdifferenzen fiir wichtige Substanzen wie den Wachstumsfaktor EGF
oder den Transforming Growth Factor Beta (TGF-f3) konnten inter- und
intraindividuell nachgewiesen werden (75,109,110).

Die AM muss bei einem geplanten Kaiserschnitt gewonnen werden und steht damit
nicht unbegrenzt und meist nur in spezialisierten Zentren zur Verfligung.
Unterschiedliche klinische Ergebnisse nach einer Amniontransplantation werden
u.a. auf die deutlichen Unterschiede in der Beschaffenheit der AM zurtickgefiihrt
(35).

Die Praparations-, Konservierungs- und Lagerungsprozesse zur Bereitstellung der
AM nehmen dabei deutlichen Einfluss auf das spatere Transplantat (82). Hinzu
kommen nicht beeinflussbare interindividuelle Unterschiede und auch
intraindividuell kdnnen deutliche Variationen auftreten. Zwischen zwei Spendern
konnen Variablen wie das Alter, die Ethnie, die Dauer der Schwangerschaft, der
Allgemein- und Erndhrungszustand der Mutter oder das Geschlecht des Kindes
Einfluss auf die Gegebenheiten der AM haben (111,112).

KF kénnen nahezu unbegrenzt zur Verfiigung gestellt werden. Mit der Gewinnung
von menschlichem Keratin in Form von Haaren bei gewo6hnlichen Friseursalons,
steht der Rohstoff dezentral und in grofder Menge zur Verfligung. Zusatzlich fallt er
als Abfallprodukt in der Lebensmittelindustrie an (113,114). Die Kosten fiir das
Rohmaterial sind folglich gering. Mit der Methode nach Shindai steht eine etablierte
Extraktionsmoglichkeit zur Verfligung. Diese garantiert eine gleichbleibende
Qualitat des Proteins als Grundsubstanz fiir die KF (99).

Bei Rekonstruktionen der Augenoberfldche, insbesondere im Bereich der Hornhaut,

ist die Transparenz ein entscheidender Parameter fiir den Erfolg des Verfahrens.
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Je nach Entfernung zur Nabelschnur verandert sich intraindividuell deutlich die
Dicke und Transparenz des verwendeten AM-Gewebes (69,115). Wird besonders
dickes Gewebe der AM aus der Nihe der Nabelschnur verwendet, so ist dies nicht
nur weniger transparent, sondern kann zu einer persistierenden subepithelialen
Membran fiihren. Falls solch ein Membranstiick chirurgisch in der optischen Achse
platziert wird, kann dies zu einem fiir den Patienten merklichen
transparenzgeminderten Ergebnis fithren (70). Uber eine postoperative
Kalzifikation der Hornhaut mit Transparenzminderung wurde nach
Amniontransplantationen, wenn auch nur in seltenen Fallen, berichtet (116,117).
Sollen KF im Bereich der Hornhaut zum Einsatz kommen, gehort zu ihren
wichtigsten Eigenschaften die Transparenz. Ab Tag 21 zeigte keines der Tiere aus
der KF-Gruppe noch Triibungen der Hornhaut, dies bestdtigt zuvor durchgefiihrte
Messungen der Lichttransmission, welche deutliche Vorteile des KF aufzeigten. KF
erreichten Lichtdurchlassigkeitsquoten von bis zu 97 %, wahrend eine AM maximal
70% des Lichtes bei gleicher Wellenldnge von 800 nm passieren lasst. Im unteren
Bereich des sichtbaren Spektrums bei 400 nm Wellenldnge zeigen AM eine
Transmissionsrate von nur 35 %, wahrend KF noch 65 % Lichtdurchlassigkeit
aufweisen (36).

Es besteht ein Infektionsrisiko fiir den Empfanger einer AM, durch ansteckende
bakterielle oder virale Erreger im Spendergewebe. Da eine AM im Zweifel bei
mehreren Empfangern eingesetzt wird, steigert sich das potenzielle Risiko einer
Verbreitung (70). Aus diesem Grund besteht in vielen Lindern die Pflicht einer
Lagerung vor der Verwendung, obwohl die AM theoretisch sofort nach der
Lebendspende verwendet werden konnte. Nur durch einen zweiten seronegativen
Test 6 Monate nach dem Kaiserschnitt, kann das Risiko einer Ubertragung des
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) weitestgehend ausgeschlossen werden
(109). Das Testen auf diese und weitere Infektionskrankheiten wie Hepatitis oder
Syphilis und die notige Konservierung sind aufwendige und kostspielige Verfahren,
die leider in weiten Teilen der Welt nicht zur Verfiigung stehen (111). Bevor in vivo
Versuche oder sogar klinische Anwendungen moéglich werden, muss ein geeignetes

Sterilisationsverfahren fiir die KF zur Verfligung stehen.
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Um die bestmogliche Sterilitit der KF zu gewdhrleisten, wurden bereits
unterschiedliche Sterilisationsverfahren getestet und ihr Einfluss auf die
Eigenschaften der KF untersucht.

In vitro Experimente von Borrelli et al. zeigen, dass die Plasmasterilisation, die am
besten geeignete Sterilisationsmethode fiir die KF ist. Die Transparenz wird nicht
gemindert, die Zellanhaftung- und Proliferation wird positiv beeinflusst. Die
Abnahme der Elastizitat und Bruchfestigkeit ist nur moderat und im akzeptablen
Bereich. Andere Sterilisationsverfahren wie das Autoklavieren mindern die
Transparenz oder fiihren wie eine Ethanolbehandlung zu steifen KF und negativen

Effekten auf die Zellpopulation (36).

4.2 Andere Materialien zur Rekonstruktion der Augenoberflache

Neben der AM findet im klinischen Alltag nur Fibrin regelmaf3ig Anwendung zur
Rekonstruktion der Augenoberfldche (s. Kapitel 1.7.2). Es bildet, als Matrix fir die
Zellexpansion, die Grundlage fiir das Medizinprodukt Holoclar®, vor allem weil es
sich fiir die Kultivierung von limbalen Stammzellen und deren Transplantation
bewdahrt hat (118). Da Fibrin aus menschlichem Blutplasma gewonnen wird, besteht
jedoch theoretisch das Risiko fiir die Ubertragung von Infektionskrankheiten und es
unterliegt wie die AM aufwendigen Kontrollen (63).

Kollagen bildet neben Wasser den Hauptbestandteil der Hornhaut (119,120). Somit
ist es nicht verwunderlich, dass bereits zahlreiche Studien zur Biokompatibilitit von
verschiedenen Kollagenen, insbesondere Kollagen Typ I fiir den Einsatz bei der
Hornhautrekonstruktion existieren (121,122). Fir Hydrogele aus Kollagen
existieren mittlerweile zahlreiche Verfahren zur Modifikation ihrer Eigenschaften.
Ihre Stabilitdt kann durch chemische oder physikalische Quervernetzung (Cross-
Linking), durch gezielte Kompression bei der Herstellung oder durch die
Beimischung weiterer Substrate wie Proteoglykane oder Chitosan gesteigert
werden (123-129). Erst wenige klinische Untersuchungen wurden bis jetzt mit
Kollagenmembranen als Transplantat durchgefiihrt (130). Patienten mit
Keratokonus oder zentraler Stromanarbe zeigten in einer klinischen Studie eine
Epithelialisierungsstérung in der frithen Phase nach der Transplantation und spater
im Bereich des Ubergangs vom Transplantat zum Stroma visusreduzierende

Triibungen (120). Bei Hornhautulzerationen unterschiedlicher Genese zeigten die
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verwendeten Kollagenmembranen auf der Augenoberfliche eine sehr rasche
Degradation, teils bevor ein Epithelschluss erfolgen konnte (124). Da das
Transplantat bei ausbleibendem Epithelschluss haufig erneuert werden miisste,
scheint die Anwendung auf Patienten mit reizfreien Augenoberflachen begrenzt zu
bleiben. Vor allem da Kollagene auch selbst verstarkte Zellreaktionen in der
Hornhaut hervorrufen kénnen (3,131).

Mit dem Ziel zur Entwicklung einer Biomatrix, die der Kollagenstruktur des Stromas
dhnelt, aber dennoch eine gute Zellvertraglichkeit aufweist, wurde in der jlingeren
Vergangenheit eine PGS-/PCL-Nanofasermatrix entwickelt. Die Matrix, auf der
bereits korneales Zellwachstum nachgewiesen werden konnte, wird aus einem
Gemisch aus Polyglycerolsebazinsaure (PGS) und Poly-ge-Caprolakton (PCL) mittels
Elektrospinnen hergestellt. Elektrospinnen ist die einzige bekannten Technik, die es
ermoglicht, Endlosfasern mit Durchmessern im Nanobereich herzustellen.
(132,133). Bis jetzt werden die Matrix und ihr Herstellungsverfahren vor einem
moglichen klinischen Einsatz noch im Labor optimiert.

Lawrence et al. postulierten die Moglichkeit, aus Seide hergestellte Matrix als
Wachstumsunterlage fiir Fibroblasten der Hornhaut zu verwenden. Seide besteht
aus dem Faserprotein Fibroin, dieses bildet den Hauptbestandteil des Kokons der
Raupe des domestizierten Seidenspinnerschmetterlings (Bombyx mori). Das
Fibroin kann in transparente Biofilme gegossen werden, bevor eine Zellaussaht
erfolgt (134). Die Proliferation von kornealen Epithelzellen und deren Adhasion auf
einer Fibroin-Unterlage konnte ebenfalls gezeigt werden (135). Die
Wachstumsraten waren allerdings innerhalb der ersten 72 h signifikant geringer im
Vergleich zur AM und die Produktion von Biofilmen aus Seide ist im Vergleich zu
synthetischen Materialien deutlich teurer (136,137).

Im Rahmen eines europaweiten Projektes wird die dezellularisierte Schuppe des
Tilapia-Fisches (Oreochromis mossambicus) als Matrix Zur
Hornhautrekonstruktion untersucht. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass
es moglich ist, die Matrix operativ als Hornhauttransplantat zu verwenden.
Analysen zur Him- und Lymphangiogenese zeigten allerdings, dass diese dhnlich
stark ausgepragt sind wie bei anderen allogenen Hornhauttransplantaten. Zudem
ist ein aufwendiges Verfahren notig, um die Schuppe des Fisches aufzuarbeiten und

das Risiko fiir die Ubertragung von Krankheitserregern zu minimieren (138).
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4.3 Keratin, ein universelles Biomaterial?

Keratine werden seit Jahrzehnten als Biomaterialien verwendet und wurden in
zahlreichen biomedizinischen Anwendungen untersucht.

Erste Hinweise auf eine moglicherweise erfolgreiche Anwendbarkeit zur
Wiederherstellung der Augenoberflachenintegritat lieferten Studien verschiedener
Fachdisziplinen.

Bei Brandwunden konnten Loan et al. zeigen, dass Keratinprodukte als
Wundauflage die Wundheilung unter minimaler Narbenbildung, bei guter Toleranz
hinsichtlich der Schmerzen und des Juckreizes foérdern (139). Auch im Falle von
chronischen, gefaf3bedingten Beinulzerationen oder bei Patienten mit Wunden als
Folge einer Epidermolysis bullosa Erkrankung, konnten keratinbasierte
Medizinprodukte die Wundsituation signifikant verbessern (140,141). Durch ein
vermehrtes Ausnutzen der schnelleren Epithelialisierungsrate von Wunden mit der
Hilfe von Keratin-Biomaterialen, im Vergleich zu den iiblichen Polyurethan-
Wundverbanden, kdnnten hohe Kosten im Gesundheitssystem und Komplikationen
fir die Patienten vermieden werden (142).

Da eingesetztes Keratinmaterial im Bereich der Augenoberflache stets in Kontakt
mit Fliissigkeit wie dem Tranenfilm steht, ergeben sich aus dem Versuch mittels
Keratins die menschliche Nagelplatte zu ersetzen relevante Erkenntnisse. Eine Folie
aus menschlichem Haarkeratin zeigte eine vielversprechende mechanische
Stabilitat, bei guter Bestandigkeit gegeniiber Wasser (143).

Neurotrophe Erkrankungen konnen die Grundlage fiir schwerwiegende
Augenoberflachenstérungen bilden. Biomaterialien im Bereich der Hornhaut sollten
daher keine Neurotoxizitdt aufweisen und im besten Falle die Nervenregeneration
unterstiitzen. Dies konnen Keratinhydrogele als Fiillmaterial fiir rohrenférmige
Nervenkanaile, sogenannte Conduits. Sierpinski et al. und Apel et al. konnten in
einem Nervenverletzungsmodell bei Mausen aufzeigen, dass keratinbasierte
Hydrogele neuroinduktiv sind und die neurale Axonregeneration als provisorische
Matrix erleichtern, welche keine schadliche Entziindungsreaktion auslost
(144,145). Keratine aus menschlichen Haaren verstarken die Aktivitit von
Schwann-Zellen, indem sie deren zellulare Proliferation und Migration induzieren

sowie die Expression spezifischer Gene hochregulieren (144-146). Das
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Keratinhydrogel befiillte Conduits eine gleichwertige funktionelle Erholung
ermoglichen, dhnlich zum etablierten Verfahren der sensorischen
Nervenautotransplanation, zeigten Pace et al. in einem Kaninchen- und Mausmodell
(146).

Die Menge an erfolgreichen Anwendungen in vielfdltigen Bereichen der
regenerativen Medizin legt nahe, dass Keratin die zahlreichen Anforderungen,
welche an ein Biomaterial zur Rekonstruktion der Augenoberflache gestellt werden,

erfillt.

4.4 Grundlage des Erfolges - die Eigenschaften des Keratins als Biomaterial
In den meisten Fallen ist die wichtigste Voraussetzung fiir die gewilinschte
Biokompatibilitdt eines Medizinproduktes, die Fahigkeit moglichst lange mit dem
Empfangergewebe in Kontakt bleiben zu kdnnen, ohne diesem zu schaden.

Neben diesen so genannten inerten Eigenschaften, kdnnen je nach Anwendung
spezifische und direkte Wechselwirkungen zwischen dem Material und den
Gewebekomponenten als biologische Aktivitat erwiinscht sein (147). In dem von
uns durchgefiihrten Versuch konnte gezeigt werden, dass die verwendeten KF auch
nach 28 Tagen noch im Gewebe nachweisbar waren und dies bei nur sehr geringen
Entziindungszeichen.

Ahnliches postulierten Fearing et al. 2014 iiber die Modulation von
Makrophagenphdnotypen durch Keratin mittels antiinflammatorischer Zytokine
(148). Der M1-Phanotyp der Makrophagen gilt als entziindungsférdernd und seine
Aktivitat steht im Zusammenhang mit einer Gewebezerstérung, wahrend der M2-
Phanotyp als entziindungshemmend gilt und den Gewebeumbau fordert (149). Eine
M2-dominierte Reaktion wurde durch das Keratin unterstiitzt und die
Differenzierung von M1-Phinotypen der Makrophagen herunterreguliert. Die
Verwendung von Keratin-Biomaterialien kann daher den zusatzlichen Nutzen einer
glinstigen Geweberegeneration mit sich bringen (148,149).

Weitere Untersuchungen zur Biokompatibilitat von Fujii et al. zeigen, dass Keratin
aus menschlichen Haaren und Nageln eine Hemmwirkung auf die IgE-Rezeptor-
stimulierte Histaminfreisetzung hat (150).

Um das Potenzial von Keratin als Biomaterial fiir vielseitige biomedizinische

Anwendungen zu demonstrieren, wiesen Yamauchi et al. in einem Mausmodell
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nach, dass KF subkutan eingebettet, keine entziindlichen oder immunologischen
Reaktionen hervorrufen. Durch eine spatere Modifikation des Keratins konnte die
Zelladhasion des Keratins erh6ht und damit die biologische Aktivitiat des Keratins
wie gewiinscht gesteigert werden (151,152).

Unsere Ergebnisse zeigen dazu passend, in der Nachbeobachtung von 10 Tagen,
dass die Hornhaute, denen ein KF implantiert wurde, anders als diejenigen mit einer
AM-Implantation, keinen Epitheldefekt mehr und keine Neovaskularisation
aufweisen. Zu bertcksichtigen ist, dass die AM verndht wurde, wodurch zusatzliches
Fremdmaterial in das Gewebe eingebracht wurde. Es kann somit von einem etwas
grofderen operativen Trauma ausgegangen werden. Dies konnte die
Neovaskularisationen, insbesondere im Falle des gelockerten Fadens, in den AM-
Gruppen erklaren, obwohl die AM antiangiogen wirkt (79).

Ahmt ein Biomaterial die Funktion der Extrazellulirmatrix des Gewebes nach, so
kann es die Funktion des Gewebes erhalten, verbessern oder sogar in einem
Wundheilungsprozess die Wiederherstellung unterstiitzen. Die in unserem Versuch
verwendeten KF ermdglichen in beiden Kohorten, den Tieren der Gruppe, das Ziel
eines geschlossenen Epithels zu erreichen. Ein erneuter Defekt, als Rezidiv bei zuvor
geschlossener Hornhautoberfldache, zeigt sich in den KF-Gruppen zu keinem
Zeitpunkt. In der 28 Tage Kohorte zeigt sich in der AM-Gruppe bei zwei Tieren ein
Epitheldefekt als Rezidiv bei zuvor geschlossener Epithelschicht. Obwohl die AM die
epitheliale Wundheilung fordert, zeigen sich auch im klinischen Alltag, dhnlich wie
in unserem Versuch Rezidive von Epitheldefekten (153). Die AM bleibt zwar, wenn
einmal in das Gewebe integriert fiir Monate oder sogar Jahre nachweisbar. lhre
besonderen wundheilungsférdernden Faktoren entstammen allerdings den, durch
die Kryokonservierung devitalisierten Zellen, so dass eine langfristige Verwendung
problematisch ist (67).

Insbesondere Proteine wie das Keratin werden aufgrund der sich langfristig
zeigenden Fahigkeit als Extrazellularmatrix zu fungieren, welche die Zell-Zell- und
die Zell-Matrix-Interaktion dauerhaft fordert, bei der Biomaterialproduktion in
hohem Mafde berlcksichtigt (154). Unterstiitzend weisen menschliche
Haarproteine die Zelladhasions-Aminosauresequenz LDV auf. Diese wird von dem
Protein a4f1 der Integrinproteinfamilie, welches sich auf Zellmembranen

wiederfindet, erkannt. Die Oberflache wird auf diese Weise adhasiv fiir Zellen (114).
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KF konnen unter anderem wegen dieser Eigenschaften erfolgreich als Geriist fiir die
Zellkultivierung verwendet werden. Die durchgefiihrten Versuche bestdtigen
ebenfalls die fiir einen Epithelverschluss entscheidenden Eigenschaften des
Keratins. Hier zeigen sowohl tierische Zellen wie Mausfibroblasten, als auch
humane korneale Epithelzelllinien eine feste Zelladhdsion und gute
Proliferationsraten (93,98,155-157).

Bereits 1998 wurde Keratin aufgrund des guten Zellkultivierungsergebnisses von
Fibroblasten ein hohes Potenzial als Biomaterial zugeschrieben (158). Tachibana et
al. stellten 2002 Keratingeriiste flir die langfristige Zellkultivierung her. Diese
erwiesen sich fiir die Kultivierung von Zellen mit hoher Dichte als bessere
Alternative zu Kollagenen (155). Verma et al. produzierten Geriiste aus
menschlichen Haarproteinen und bewiesen, dass diese in der Lage sind, Zell-Zell-
Kontakte und Zell-Matrix-Kontakte zu verbessern und eine langfristige Zellkultur zu
unterstiitzen (114). Beide Kohorten dieses Versuches bestétigten die epitheliale
Wundheilung der Hornhaut in der KF-Gruppe und damit eine funktionierende

Interaktion zwischen kornealen Epithelzellen und dem KF.

4.5 Keratinfilme fiir die Rekonstruktion der Augenoberfliche

Auf Keratinbasis hergestellte Biofilme zur biomedizinischen Anwendung sind in der
Vergangenheit durch zahlreiche unterschiedliche Methoden und mit
unterschiedlichsten Eigenschaften hergestellt worden (157,159-164).

Die KF sollten, wie die AM, mit Eigenschaften wie angemessener Flexibilitit und
Stabilitat aufwarten, auch um bei Operationen komplikationsarm handhabbar zu
sein.

Die grofdten Modifizierungen in der Biomechanik werden iiber die Variation der
Filmkomposition, wie beispielsweise eine Erhohung des Anteils an alkalischem
Dialysat, erzielt. Je nach Verhaltnis von wassrigem zu alkalischem Dialysat weisen
die KF unterschiedliche biomechanische Eigenschaften auf. In fritheren
Untersuchungen wurden KF mit diversen Zusammensetzungen auf ihre Elastizitat
und Bruchfestigkeit untersucht und miteinander verglichen. Beide Parameter

nehmen mit steigendem Anteil an alkalischem Dialysat ab (93).
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Die hier verwendeten KF 90/10 zeigten in einer chirurgischen ex vivo
Machbarkeitsstudie den besten Kompromiss zwischen mechanischer Festigkeit und
Flexibilitat bei guter Transparenz (36).

Diese KF mit einem alkalischen Dialysatanteil von 10 % weisen vergleichbare
Materialeigenschaften, im Hinblick auf die elastische Verformbarkeit und die
Reifdfestigkeit, wie eine AM auf (93).

Die bendtigte Operationszeit unterschied sich daher im ex vivo Versuch auch nicht
signifikant von der Operationszeit, die fiir die Nahtfixation einer AM bendtigt wurde.
Trotzdem erlaubte die hohere Rate an gelockerten Faden bei den KF im Vergleich
zur AM die Schlussfolgerung, dass eine alternative, nahtfreie chirurgische Technik
fiir in vivo Experimente geeigneter sein konnte, auch weil eine weitere Anpassung
der KF nicht vielversprechend zu sein scheint (36). Anderungen in der KF-
Zusammensetzung, wie ein hoherer Glycerolanteil, gefolgt von einer notwendigen
langeren Trocknungszeit fiihren zu einer Abnahme der Proliferation und Anhaftung
von kornealen Epithelzellen (93).

Versuche die KF liber eine Anpassung des alkalischen Dialysatanteils zu optimieren
scheiterten ebenfalls. Ab einem Anteil von 30 % sind die Filme fiir biomechanische
Untersuchungen zu fragil und nicht mehr verwendbar. Zusitzlich mindert der
alkalische Dialysatanteil durch seinen h6heren Melaninanteil die Transparenz (93).
KF aus 100 % wassrigem Dialysat (KF 100) zeigen zwar die hochsten Werte im
Elastizitats- und Bruchfestigkeitstest, allerdings sind die KF 100 zu rigide, um sich
bei der Anpassung an die gewolbte Hornhautoberflache zu verformen (36).

Diesen Erkenntnissen folgend wurden die KF, anders als die AM in diesem Versuch,
nicht verndht. In der 10 Tage Kohorte konnte bei 2/5 Tieren in der Histologie kein
KF nachgewiesen werden. Ursache ist ein Verlust des Transplantates wahrend der
postmortalen Manipulation vor dem Einbettungsverfahren. Dennoch zeigt der
Befund, dass eine nahtfreie Fixation das hohere Risiko eines Transplantatverlustes
birgt.

Reichl konnte 2009 nachweisen, dass der KF ein vielversprechendes Substrat fiir die
Kultivierung von 12 unterschiedlichen Zelllinien ist, u. a. fiir epitheliale, stromale
und endotheliale humane Hornhautzellen (113). Im Jahre 2011 konnte er dariiber

hinaus zeigen, dass KF im in vitro Versuch die Proliferation von menschlichen
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kornealen Epithelzellen unterstitzen, indem er ahnliche
Populationsverdopplungszeiten wie bei einer AM demonstrierte (93).

Im vorliegenden in vivo Modell des Kaninchens zeigte sich bereits an Tag sieben der
10 Tage Kohorte bei allen Tieren mit einem KF ein kompletter Epithelschluss,
wahrend in der AM-Gruppe erst bei 3/5 Tieren das Epithel geschlossen war. Damit
bestand zu diesem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen der AM- und
der KF-Gruppe im Hinblick auf den Prozess der epithelialen Wundheilung zu
Gunsten des KF. In der 28 Tage Kohorte zeigt sich zu keinem Zeitpunkt ein
signifikanter Unterschied zwischen der AM- und der KF-Gruppe, dennoch war ab
Tag 21 stets bei mehr Tieren mit einem KF ein geschlossenes Epithel nachweisbar.
Dies bestatigt die Ergebnisse eines in vitro Wundheilungsmodells in Form eines
,Scratch-assays” von Feng et al. 2014, bei dem die erfolgreiche Zellproliferation und
-migration von humanen Hornhautepithelzellen auf einem KF demonstriert wurde.
Die auf KF kultivierten Zellen zeigten nach 12 h, 24 h und 36 h eine signifikant
kleinere freie Wundfldche im Vergleich zur AM (165).

In unserer histologischen Auswertung zeigte das Epithel auf den AM allerdings eine
physiologischere Morphologie als auf den KF. Hier zeigt sich wie bereits zuvor
beschrieben, dass die AM durch die Sezernierung des epithelialen
Wachstumsfaktors (EGF), des Hepatozytenwachstumsfaktors (HGF) und des
Keratinozytenwachstumsfaktors (KGF) die Proliferation und Differenzierung der
Epithelzellen férdert (75). Durch die grofle Ahnlichkeit des Kollagenaufbaus der
Basalmembran der AM und der Hornhaut entsteht zudem eine gute Leitstruktur fiir
das Wachstum, die Adhdsion und die Differenzierung von kornealen Epithelzellen
(73,74).In unserem Versuch lag in allen Fallen das Epithel eng dem Keratinfilm oder
den nur noch fragmentarisch erhaltenen Amnionmembranimplantaten an, was fiir
eine gute Adhdsion bei beiden Implantaten spricht.

Die hier vorgelegten klinischen und histologischen Ergebnisse bestdtigen die
Erkenntnisse der ersten in vivo Untersuchungen am Kaninchen-Modell aus dem
Jahre 2015, bei dem die KF jedoch in das tiefe Stroma der Hornhaut implantiert
wurden. Damals wie heute konnte die gute Hornhautgewebekompatibilitit mit
insgesamt geringer inflammatorischer Reaktion des Kaninchenwirtsgewebes
gezeigt werden. In beiden Versuchsmodellen war es moglich, die

Hornhauttransparenz zu erhalten, welche eine Schliisselrolle in der visuellen
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Rehabilitation innehat (108). Nach 21 Tagen wies keines der mit einem Keratinfilm
behandelten Augen mehr eine Transparenzminderung auf. Ab diesem Zeitpunkt
und auch bei Versuchsende nach 28 Tagen zeigte die AM-Gruppe die am wenigsten
transparenten Hornhaute.

Die Abwesenheit von Makrophagen in der histologischen Aufbereitung lasst darauf
schlieflen, dass die Keratinfilme einen unterstiitzenden milden
Entziindungsprozess ohne Fibrose induzieren und eine gute Abbaubarkeit
aufweisen (108,148,166). Das histologische Ergebnis insgesamt weist eine milde
Entziindungsreaktion nach, ohne signifikante Unterschiede zwischen der AM- und
der KF-Gruppe. Die Ergebnisse zeigen das Potenzial des KF als alternatives

Biomaterial zur Rekonstruktion der Augenoberflache.

4.6 Einschrinkungen dieser Arbeit

Um die Ergebnisse richtig interpretieren zu kénnen, muss beriicksichtigt werden,
dass das Kaninchenauge generell empfindlicher auf Biomaterialien reagiert als das
menschliche Auge (167). Die Hornhaut des Kaninchens ist diinner und das
Kaninchenauge reagiert mit einer starkeren immunologischen Gewebereaktion
auch auf kleine chirurgische Eingriffe, Fremdmaterialien, Medikamente oder
Chemikalien (168).

In diesem ersten in vivo Experiment zur Wundheilung wurden die KF peripher in
einer intrastromalen Tasche durch die dartiber gelegene Stromalamelle fixiert,
wahrend die AM vernaht wurde. Damit wurde den Erkenntnissen aus der ex-vivo
Machbarkeitsstudie Rechnung getragen, welche eine erhohte Rate an gelockerten
Fidden bei den KF gezeigt hatte (36). Durch die verschiedenen operativen
Fixierungsmethode war in der AM-Gruppe das Risiko einer Neovaskularisation
erh6ht, wahrend in der KF-Gruppe das Risiko des Transplantatverlustes erhéht war.
Am Ende des Versuches in der 10 Tage Kohorte konnten schliefdlich zwei KF nicht
in der Histologie nachgewiesen werden. Wegen des Verlustes des Transplantates
bei der postmortalen Manipulation, mussten diese zwei Augen von der
histologischen  Auswertung ausgeschlossen werden. Alle nahtfixierten
Transplantate der AM-Gruppe konnten in der Histologie identifiziert werden, dafiir
zeigte ein Tier bei Versuchsende eine Neovaskularisation, am ehesten aufgrund

eines gelockerten Fadens.
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In zukiinftigen Studien koénnte es von Vorteil sein, die Operation und den
Wundheilungsprozess zusatzlich mittels optischer Kohdrenztomographie zu
dokumentieren. Die Lage der Transplantate koénnte kontrolliert und ihre
Degradation im zeitlichen Verlauf gemessen werden (169-173).

Aufierdem wire es sinnvoll, die Methode zur Extraktion von Keratin bzgl. Aufwand
und Kosten zu optimieren. Die im Jahre 2022 erstmalig erfolgte Inkorporation von
Dexamethason und damit die erfolgreiche Etablierung wirkstoffbeladener KF
konnte zukiinftig die biochemischen Eigenschaften der KF optimieren und die

Therapiemdoglichkeiten der KF potenzieren (174).

4.7 Schlussfolgerungen

Die Ergebnisse bestitigen die Resultate aus dem in vitro Wundheilungsassay mit
humanen kornealen Epithelzellen von Feng et al. (2014) und aus dem in vivo Modell
von Borrelli et al. (2015), dass KF den Verschluss eines Epitheldefektes fordern,
dabei keine starke Entziindungsreaktion im Hornhautgewebe induzieren und eine
transparenzerhaltende Geweberegenration ohne Narbenbildung ermdglichen.

Es konnte in diesem in vivo Modell gezeigt werden, dass KF erfolgreich zur
Rekonstruktion der Augenoberfliche implantiert werden konnen. Die
Reepithelialisierung bei gleichzeitigem Erhalt der Hornhauttransparenz wird
ermoglicht. Basierend auf den derzeitigen Kenntnissen zur Interaktion zwischen
Empfangerhornhaut und KF sowie der biologischen Funktion als extrazelluldre
Matrix, scheint Keratin als potenzielles Biomaterial fiir die Rekonstruktion der
Augenoberflache vielversprechend zu sein. Die Mechanismen und die
zugrundeliegende Biologie der Wechselwirkungen zwischen dem kornealen Epithel
und dem Stroma des Empfangers sowie dem KF miissen jedoch weiter untersucht
werden. Eine Optimierung der operativen Fixation der KF im Bereich der Hornhaut
als Transplantat sollte erfolgen, um einen ungewollten Transplantatverlust zu

vermeiden, bevor eine Anwendung am Menschen erwogen werden kann.
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