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Zusammenfassung

Es wird die Hypothese aufgestellt, dass der Verzicht auf Dextran im Rahmen der
Aufbereitung von Spenderhornhauten in der Hornhautbank zu einer klinisch messbaren
Verbesserung der Endothelzellzahl bzw. der Hornhautdicke und somit des korrigierten
Fernvisus (CDVA), im Vergleich zu den bislang etablierten Hornhautbankprotokollen bei der
Durchfuhrung einer Descmet-Membran-Endothel-Keratoplastik (DMEK) fuhrt. Im Rahmen
der vorliegenden prospektiven, randomisierten, vergleichenden, nicht- interventionellen
klinischen Studie wurde allen Patienten in dem Zeitraum von April 2020 bis Mai 2022, bei
denen eine DMEK Operation vorgesehen war, die Teilnahme angeboten. Die Operationen
erfolgten durch verschiedene Chirurgen. Wahrend der routinemafigen DMEK (mit oder
ohne Kataraktoperation) erhielten die Patienten Transplantate aus Hornhauten, welche
mindestens 12 Stunden lang in einem Organkulturmedium mit 6% Dextran T500 entquollen
wurden, oder aus Hornhauten, die nicht entquollen wurden. Bei Abldsung von mehr als ein
Drittel des Transplantates, wurde ein Rebubbling durchgefihrt. Der CDVA wurde einen Tag
vor und 3, 6 und 12 Monate nach der Operation beurteilt. Die Transplantatablésung wurde 3
und 7 Tage nach der Operation beurteilt. Die zentrale Hornhautdicke (CCT) wurde vor und 3-
12 Monate nach der Operation erhoben. Die Hornhautendothelzellzahl (ECC) wurde 3-12
Monate nach der Operation gemessen. Bei 92 Patienten wurden die Transplantate mit
Dextran und bei 102 wurden die Transplantate ohne Dextran gelagert. Das
Durchschnittsalter der Spenderinnen und Spender lag bei knapp Gber 78 Jahren. Die mittlere
Lagerungsdauer der Transplantate, unabhangig vom (Ent-)Quellungszustand, lag bei knapp
Uber 21 Tagen und die mittlere Spenderhornhautendothelzellzahl (ECC) betrug in beiden
Gruppen knapp Uber 2500 Zellen/mm?. Die mittlere postmortem-Zeit war bei Transplantaten,
die nicht entquollen wurden, etwas langer (ungefahr 28 Stunden), als bei Transplantaten die
entquollen wurden (ungefahr 24 Stunden; p= 0,02). In der Analyse der beiden
Patientengruppen zeigte sich, dass zu Studienbeginn keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich des Geschlechts, der Sehscharfe (CDVA) oder der zentralen Hornhautdicke
(CCT) vorlagen. Die Patienten, die Transplantate ohne Abschwellung erhielten, waren im
Durchschnitt etwa 3 Jahre jlinger und seltener pseudophak. Es konnte eine deutliche
Besserung der CDVA in beiden Gruppen beobachtet werden, wobei 12 Monate nach der
Operation 3-4 Visuszeilen hinzukamen. In beiden Gruppen wurde eine signifikante
Verringerung der CCT festgestellt. Es wurden zu keinem Zeitpunkt innerhalb der Studie
Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen in Bezug auf CDVA, CCT, ECC oder
Rebubblingraten festgestellt. In dieser Studie wurde kein Hinweis dafiir gefunden, dass das
Weglassen von Dextran im Organkulturmedium die Ergebnisse der DMEK negativ
beeinflusst. Es kann jedoch nicht die Annahme ausgeschlossen werden, dass Schaden an
Hornhautendothelzellen auftreten, wenn Hornhautscheiben und/oder isolierte Descemet-
Membranen Uber einen langeren Zeitraum in Dextran gelagert werden. Daher kdnnten
Hornhautbanken im Rahmen der geltenden Richtlinien erwagen, Anderungen an
bestehenden Protokollen vorzunehmen.



Summary

It is hypothesised that the omission of dextran in the preparation of donor corneas in the eye
bank leads to a clinically measurable improvement in endothelial cell count and/or corneal
thickness and thus corrected distance visual acuity (CDVA) compared to the previously
established corneal bank protocols when performing Descmet membrane endothelial
keratoplasty (DMEK). In this prospective, randomised, comparative, non-interventional,
single center, clinical study, all patients scheduled for DMEK surgery between April 2020 and
May 2022 were offered the opportunity to participate. The operations were performed by
different surgeons. During routine DMEK (with or without cataract surgery), patients received
grafts from corneas that were deswollen for at least 12 hours in an organ culture medium
containing 6% Dextran T500, or from corneas that were not deswollen. If more than one third
of the graft was detached, rebubbling was performed. CDVA was assessed one day before
and 3, 6 and 12 months after surgery. Graft detachment was assessed 3 and 7 days after
surgery. Central corneal thickness (CCT) was assessed before and 3-12 months after
surgery. Corneal endothelial cell count (ECC) was measured 3-12 months after surgery. In
92 patients the transplants were stored with dextran and 102 transplants without dextran.
Average age of the donors was just over 78 years. Mean storage time of the grafts,
regardless of the (de)swelling state, was just over 21 days and mean donor corneal
endothelial cell count (ECC) was just over 2500 cells/mm2 in both groups. Mean post-
mortem time was slightly longer for grafts that were not deswollen (approximately 28 hours)
than for grafts that were deswollen (approximately 24 hours; p= 0.02). There were no
significant differences in gender, visual acuity (CDVA) or central corneal thickness (CCT) at
baseline. Patients who received transplants without decongestion were on average around 3
years younger and less often pseudophakic. A significant improvement in CDVA was
observed in both groups, with 3-4 lines of visual acuity gained 12 months after surgery. A
significant reduction in CCT was observed in both groups. No differences in CDVA, CCT,
ECC or rebubbling rates were observed between the two patient groups at any time during
the study.

In conclusion, no evidence was found in this study that omitting dextran from organ culture
medium had a negative impact on the results of DMEK. However, it cannot be excluded that
damage to corneal endothelial cells may occur when corneal discs and/or Descemet's
membranes are stored in dextran for a prolonged period of time. Therefore, corneal banks
may consider making changes to existing protocols.



Abkurzungsverzeichnis

ALTK automatisierte lamellare therapeutische Keratoplastik

BSS Balanced salt solution

CDVA corrected distance visual acuity

CCT central cornea thickness (zentrale Hornhautdicke)

DALK deep anterior lamellar keratoplasty

DM Descemet-Membran

DMEK Descemet membrane endothelial keratoplasty (Descemetmembran

Endothel Keratoplastik)
Dpt. Dioptrien
DPT death to preservation time

DSAEK Descemet stripping automated endothelial keratoplasty

ECC EZZ= Endothelzellzahl

EDO Einzeldosisbehaltnis

FECD Fuchs Endotheliale Hornhautdystrophie
IOD Intraokulardruck (Augeninnendruck)
IOL Intraokularlinse

KMI Kulturmedium |

logMAR logarithm of the Minimum Angle of Resolution

MEM minimal essentual Medium

mg Milligramm

mm? Quadratmillimeter

PK perforierende Keratoplastik

SALK superficial anterior lamellar keratoplasty
S.C. subcutan

SD +/- Standardabweichung

UKD Universitatsklinikum Dusseldorf

um Mikrometer

Der Einfachheit halber wird in diesem Text nur die mannliche Form verwendet. Die

weibliche Form ist immer miteingeschlossen.
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1 Einleitung

1.1 Aufbau der Hornhaut

Die Hornhaut ist der transparente, avaskulare aul3ere Anteil des menschlichen
Auges und eine komplexe, zentral ca. 550 pm (Mikrometer) dicke,
mehrschichtige Struktur (Singh et al., 2019). Der Durchmesser der Hornhaut
eines Erwachsenen betragt zwischen 10-13 mm (Grehn, 2019). Sie dient als
Schutzfunktion (Vermeidung von Keimeintritt und UV-Schutz), aber macht auch
dreiviertel der Brechkraft (ca. 43 Dpt.) aus (Bowling, 2016). Sie ist anterior vom
Tranenfilm und posterior vom Kammerwasser umspult. Zusatzlich ist die
Hornhaut das am dichtesten innervierte Gewebe des Korpers, so dass schon
kleinste Verletzungen starkste Schmerzen hervorrufen (Bowling, 2016). Die
Hornhaut besteht aus 6 Schichten siehe Abb. 1 (Singh et al., 2019).

1) Hornhautepithel

2) Bowman-Lamelle

3) Hornhautstroma

4) Duaschicht
5) Descemet-Membran

6) Hornhautendothel

Abb. 1: Darstellung der Hornhautschichten: Aufbau von auf3en nach innen: 1)
Hornhautepithel, 2) Bowman-Lamelle, 3) Hornhautstroma, 4) Duaschicht, 5) Descemet-
Membran, 6) Hornhautendothel (Singh et al., 2019)



Die aulerste Schicht, das Hornhautepithel 1) ist ein nicht verhornendes,
mehrschichtiges Plattenepithel mit Plattenepithelzellen in der obersten Schicht,
darunter gelegenen Flugelzellen und Basalzellen. Es folgt, abgegrenzt durch
eine Basalmembran, die Bowman-Lamelle 2). AnschlieBend folgt das
Hornhautstroma 3), welches den Hauptanteil der Hornhaut (Uber 90%)
ausmacht und aus Keratozyten und Kollagenfasern von Typ | und Typ i
besteht. Die folgende Duaschicht 4) ist 10-15 Mikrometer dick. Es folgt die
dickste Basalmembran (Benninghoff & Drenckhahn, 2004) des menschlichen
Korpers mit ca. 5-17 Mikrometer, die Descemet-Membran 5) vom Kollegentyp
VIII. Sie stellt die Basis fur die die Endothelzellen dar. Das Hornhautdendothel
6), bildet die innerste Schicht der Hornhaut und Grenze zur Vorderkammer des

Auges.

1.2 Funktion des Hornhautendothels

Das Hornhautendothel hat eine Zelldichte von 3000-3500 Zellen/mm? (Grehn,
2019; Singh et al.,, 2019). Es dichtet die Hornhaut gegenuber dem
Kammerwasser ab und pumpt eingedrungene Flussigkeit wieder ab in Richtung

der Vorderkammer (Lang, 1998).

Dieses Verhaltnis zwischen Hydratation und Dehydration ist sehr wichtig fur die
optimale Transparenz der Hornhaut (Fromm et al., 1991). Der Einstrom von
Wasser ist passiv und die Dehydratation aktiv Gber eine Na+/K+ ATPase
(Grehn, 2019). Fir die optimale Funktion der Na+/K+ ATPase ist eine
Endothelzellzahl von mindestens 800 Zellen/mm? erforderlich. Ansonsten quillt
das Hornhautstroma und/ oder Hornhautepithel auf und die Transparenz der
Hornhaut geht verloren (Grehn, 2019; Lang, 1998). Zudem ist durch eine
Endotheldysfunktion eine Schadigung der Endothelzellen mdglich und dies
ebenfalls ein Faktor fur die Visusminderung durch eine Hornhautquellung
(Grehn, 2019).

Die Endothelzellzahl kann sich durch diverse Ursachen verringern. Hierzu
gehoéren Traumata und angeborene Hornhautdystrophien (Baratz et al., 2010;

Sugar et al.,, 1978). Mdgliche Ursachen fur Traumata sind eine perforierende



Verletzung, komplizierte Karataktchirurgie, Vorderkammerlinsenimplantation

und Zustand nach multiplen intraokularen Eingriffen (Seitz et al., 2015).

Die genetischen Hornhautdystrophien konnen verschiedene Hornhautschichten
betreffen. Die haufigste endotheliale Hornhautdystrophie ist die Fuchs
Endotheliale Hornhautdystrophie (Grehn, 2019; Seitz et al., 2015).

1.3 Fuchs Endotheliale Hornhautdystrophie

Die Fuchs Endotheliale Hornhautdystrophie (FECD) ist eine bilaterale,
autosomal dominant vererbte Erkrankung des Hornhautendothels. Erstmalig
wurde sie von dem 0Osterreichischem Augenarzt Ernst Fuchs 1910 beschrieben
(Leiber, 1990).

Es ist eine weit verbreitete Erkrankung, die vor allem altere Menschen betrifft.
Die beschriebene Pravalenz in der Literatur betragt je nach Population ca. 11%
(Eghrari et al., 2012; Kitagawa et al., 2002; Lorenzetti et al., 1967). Frauen sind

haufiger betroffen als Manner (Seitz et al., 2015).

Weitere Risikofaktoren sind Rauchen Uber 20 Pack Years (20 Jahre lang eine
Packung pro Tag geraucht) und eine dinne Hornhaut (Higa et al., 2011; Zoega
et al., 2006).

Charakteristisch fur die FECD ist eine herabgesetzte Endothelzellzahl und eine
nicht zusammenhangende oder nicht intakte Zellschicht (lwamoto & DeVoe,
1971). Ein weiteres Kennzeichen der FECD sind endotheliale Guttae (Cornea
guttata). Guttae sind ,warzenartige Verdickungen der Descemetmembran®. Sie
bestehen aus Kollagenansammlungen  an der  Rdulckseite  der
Descemetmembran (Burk & Burk, 2014).

Wenn der Verlust der Endothelfunktion durch zu wenige bzw. nicht
funktionierende Endothelzellen einsetzt, kann das Wasser aus der Hornhaut
nicht mehr abgepumpt werden und fihrt zur Quellung des Hornhautstromas
und Symptomen, wie verschwommenes Sehen vor allem in den Morgenstunden
(Gerstenblith & Rabinowitz, 2012).



Die Erkrankung verlauft in der Regel langsam und schleichend und wird klinisch
in 3 Stadien unterteilt. Die Augen kdonnen unterschiedlich stark betroffen sein
(Jeang et al., 2021).

Im Stadium 1 imponiert spaltlampenmikroskopisch eine Cornea guttata mit
Ausdehnung in die Peripherie. Es liegt keine oder nur eine geringe
Visusminderung vor. Im Stadium 2 liegt ein Epithel- und Stromaddem vor,
welche zur Beeintrachtigung der Sehkraft und erhohter
Blendungsempfindlichkeit flihren. Durch das Odem und den erhdhten
osmotischen Druck nimmt im Verlauf der Erkrankung auch das Hornhautepithel
Schaden und die Hornhaut verdickt sich insgesamt signifikant. Es kann zu einer
unregelmafRigen Hornhautoberflache und Blasenbildung (Bullae) fuhren (bullése
Keratopathie). Das Stadium 3 imponiert durch eine Vernarbung des Stromas
und Ausbreitung der Dystrophie bis zum Limbus mit starker Visusminderung
(Naumann, 1997).

Therapeutisch kann zu Beginn der Erkrankung das Epithel-/ und Stromadédem
mit hyperosmolaren Augentropfen z.B. ODMS Augentropfen, mit dem Wirkstoff
5% Natriumchlorid, symptomatisch behandelt werden. Es wird der Hornhaut

Wasser entzogen und diese schwillt ab und klart auf (Stuart et al., 2018).

Gegen die Schmerzen der rupturierten Bullae, kann bei fehlender
Superinfektion, eine Schutz/Verbandskontaktlinse appliziert werden (M. A.
Nanavaty & A. J. Shortt, 2011).

Diese therapeutischen MalRnahmen stellen allerdings keine kausale Therapie
dar. Hier ist ausschliel3lich eine Hornhauttransplantation erforderlich (Bowling,
2017). Mogliche Hornhauttransplantationsformen sind die perforierende
Keratoplastik (PK), bei der alle Hornhautschichten transplantiert werden und die
Descemet Stripping Automated Endothelial Keratoplasty (DSAEK), sowie die
Descemet Membran Endothelial Keratoplasty (DMEK).



1.4 Entwicklung der Hornhautchirurgie

Die Idee Hornhaute zu transplantieren wurde erstmalig von Guillaume Pellier de
Quengsy im Jahre 1789 beschrieben (Chirila & Hicks, 1999). Die
Transplantationen blieben allerdings im 19. Jahrhundert erfolglos, da sie immer

wieder eingetrlbt sind (Singh et al., 2019).

Das Konzept der Hornhauttransplantation wurde erstmalig 1813 von Himly
erwahnt (Moffatt et al., 2005) Die erste Hornhauttransplantation von einer
Kaninchenhornhaut auf einen Menschen erfolgte 1886 durch von Hippel (v
Hippel, 1888).

Fuchs fluhrte die erste lamellare Hornhauttransplantation durch, welche
allerdings aufgrund der schlechten Ergebnisse bzgl. des Visus keine
Anerkennung fand (Casey et al, 1984). Die erste erfolgreiche
Hornhauttransplantation mittels perforierender Keratoplastik erfolgte durch
Herrn Zirm im Jahr 1905 (Zirm, 1989). Da Hornhautteiltransplantationen
zunachst schlechte visuelle Ergebnisse lieferten, gewann die perforierender

Keratoplastik an Popularitat (Singh et al., 2019).

Durch unermudliche Forschung Uber die Hornhautanatomie sind heute unter
anderem Operationsverfahren wie perforierende Keratoplastik (PK);
oberflachliche anteriore lamellare Keratoplastik (SALK); automatisierte
lamellare therapeutische Keratoplastik (ALTK); tiefe anteriore lamellare
Keratoplastik (DALK); Descemet-Membran Endotheliale Keratoplastik (DMEK)
(Singh et al., 2019) mdoglich. Die verschiedenen Operationsmdglichkeiten

werden in Abbildung 2 dargestellt.



[ Patienten mit Hornhauttriibung ]

Triibung aller anteriore stromale HH- posteriore stromale HH- N . .
Hornhautschichten mit Triibung mit intaktem Triibung mit intaktem H;(Rs;::g;";:;g;\g't
reduziertem Endothel Endothel Endothel

abhangig von der mit ohne

ohne mit Tiefe der Trilbung anteriorer stromaler
DALK
Cataract Cataract und der HH-Dicke Stl(lle:er Narbe

( )
perforierende
perforierende Keratoplastik SALK/ ALTK perforierende DSAEK/
Keratoplastik mit Cataract- HALK _ Keratoplastik DMEK
oP
. J

Abb. 2: Operationsmaoglichkeiten bei verschiedenen Hornhauterkrankungen: Sofern eine
Tribung aller Hornhautschichten mit reduziertem Endothel vorliegen sollte, ist je nachdem, ob
eine zusatzlich eine Cataracta vorliegt, eine perforierende Keratoplastik mit /ohne
Cataractoperation zu erwagen. Bei anterioren Hornhauttribungen mit intaktem
Hornhautendothel ist abhangig von der Tiefe der Tribung und der Hornhautdicke eine SALK
(oberflachliche anteriore lamellare Keratoplastik) bzw. ALTK (automatisierte lamellare
therapeutische Keratoplastik) moglich. In dem Fall einer posterioren stromalen Hornhauttriibung
mit intaktem Endothel ist eine DALK (tiefe anteriore lamellare Keratoplastik) zu erwagen. Bei
Hornhautdekompensationen aufgrund eines reduziertem Hornhautendothel ist abhangig davon,
ob eine stromale Hornhautnarbe vorliegt entweder eine perforierende Keratoplastik moglich
oder bei fehlender Narbe eine DSAEK/DMEK (Descemet-Membran Stripping (automatisierte)
Endotheliale Keratoplastik/ Descmet-Membran Endotheliale Keratoplastik (Singh et al., 2019).

1.5 Transplantatversagen (primar/sekundar/

immunologisch)

Hier wird primares vom sekundaren Versagen unterschieden. In den meisten
Untersuchungen geht es allerdings allgemein um Keratoplastiken und es wird
nicht zwischen perforierender Keratoplastik und DMEK unterschieden. Bei dem
primaren Transplantatversagen klart die Hornhaut nach der Transplantation
nicht auf. Die Spenderhornhaut nimmt die Pumpfunktion nicht auf (Ham et al.,
2016). Zudem kann bei einer DMEK eine Teil- oder komplette Ablésung des
Spendertransplantates  vorliegen, welches ggf. durch eine erneute
Luft/Gaseingabe (Rebubbling) zu beheben ist (Oellerich et al., 2017).

Bei dem sekundaren Transplantatversagen klart die Hornhaut erst auf und es

kommt im Verlauf zu einem Verlust der endothelialen Pumpfunktion mit



Hornhautstromaddem und einhergehender Visusbeeintrachtigung (Oellerich et
al., 2017; Panda et al., 2007).

Die immunvermittelte TransplantatabstoRung ist die haufigste Ursache fir ein
Transplantatversagen (Hos et al., 2019). Es besteht ein direkter
Zusammenhang zwischen der Anzahl vaskularisierter Hornhaut-Quadranten

und dem Risiko einer Immunreaktion (Bachmann et al., 2010).

1.6 chirurgisches Verfahren der perforierenden

Keratoplastik

Bei der perforierenden Keratoplastik (PK) werden alle Hornhautschichten
transplantiert. Hier wird zentral ein ca. 7-8 mm groRer Kreisabschnitt
entnommen und durch ein passendes Spenderhornhautstick ersetzt (Mayank A
Nanavaty & Alex J Shortt, 2011). Nachteile dieser operativen Versorgung sind
allerdings das Auftreten eines hoheren Astigmatismus, langere Erholungszeit,
eine lange Visusrehabilitationszeit durch zeitintensive Fadenverweildauer
(mindestens 12 Monate), nahtbedingte Komplikationen, sowie erhdhtes Risiko

einer immunologischen Reaktion (Singh et al., 2019).

1.7 chirurgisches Verfahren der DMEK:

Die hintere lamellare Keratoplastik wird bei Erkrankungen des Endothels
durchgefuhrt. Hier sind unter anderem die haufigste Erkrankung, die Fuchs
Endotheliale  Hornhautdystrophie, sowie die posteriore polymorphe
Hornhautdystrophie, die angeborene hereditare Endotheldystrophie, das
iridokorneale Endothelsyndrom, sowie die bulldse Keratopathie zu erwahnen
(Singh et al., 2019).

Zunachst fuhrte Tillet im Jahre 1956 eine posteriore Hornhauttransplantation
Uber  einen posterioren Zugang durch (Tillett, 1956). Die
Transplantationsuberlebensrate war aber deutlich geringer als heute. Dies ist

allerdings auf die manuelle Praparation und die Verwendung von Nahten



zurtckzufihren. Melles erforschte Uber Jahre das beste operative Vorgehen
(Melles et al., 2006).

Die ,Descemet membrane endothelial keratoplasty” (DMEK) erfolgte dann 2006
erstmalig an Patienten (Melles et al., 2006) und wird in Deutschland mittlerweile

haufiger als die perforierende Keratoplastik durchgefiihrt (Flockerzi et al., 2018).

Hierbei wird die posteriore Lamelle der Hornhaut, bestehend aus der
Descemet-Membran und Endothel, von einer Spenderhornhaut prapariert und
nach folgender Descemetorhexis mittels Gastamponade an der
Empfangerhornhaut fixiert (Eye, 2011). Sie ist der Goldstandard fur die
operative Behandlung der kornealen endothelialen Dysfunktion (Deng et al.,
2018; Schlogl et al., 2016; Zhu et al., 2018).

Diese Art der Transplantation hat einige Vorteile zur perforierenden
Keratoplastik. Zunachst ist eine deutliche geringere Hornhautverkrimmung
(Astigmatismus) zu erwarten, da nur eine geringe Manipulation am Hornhaut-
epithel und -stroma vorgenommen wird, lediglich der korneosklerale Tunnel von
ca. 3-5 mm. Auch entstehen weniger Epithelheilungsstorungen, kaum
endotheliale Immunreaktionen und kaum bzw. keine nahtassoziierten
Komplikationen, da bei der DMEK SF6-Gas im Auge das Transplantat fixiert
(Maier et al., 2013) (Melles, 2006).

Zu den moglichen Komplikationen einer DMEK zahlen unter anderem
Transplantatdehiszenz. In der Literatur wird eine Rate zwischen 9-20%
angegeben (Isabel Dapena et al., 2011; Dirisamer, Ham, et al., 2011; Feng et
al., 2013). Ein Epitheldefekt oder eine Hornhauterosio in 3% der Falle
(Monnereau et al., 2014). Ein erhdhter Augeninnendruck (IOD) in bis zu 12%
und 2,8% entwickeln ein Sekundarglaukom (Monnereau et al., 2014). Zudem
wurde in Untersuchungen eine klinisch bedeutsame Rate von zystoidem
Maculaddem festgestellt. 12,5% bei DMEK Patienten und 13,3% bei Triple-
DMEK Patienten (Heinzelmann et al., 2015).

Postoperativ zeigt sich allerdings eine schnellerer Visusrehabilitation als nach
zum Beispiel perforierender Keratoplastik (Maier et al., 2013). Jedoch stellt die

DMEK eine groRere operative Herausforderung, aufgrund des extrem dinnen



Spendergewebes dar und unterliegt einer Lernkurve, wie in Dapana et. al.

zeigen konnten (Isabel Dapena et al., 2011).

Sofern bei den Patienten zusatzlich eine Linsentribung (Cataract) vorliegen
sollte, kann die DMEK mit einem Linsentausch mit Hilfe einer
Phakoemulsifikation erfolgen (Triple-DMEK). Die getribte Linse wird dabei
zerkleinert und entfernt und durch eine neue kinstliche Linse (Intraokularlinse)
ersetzt (Girbardt et al., 2016).

Hornhautepithel

Hornhaustroma

Descemet - Membran

DMEK - Transplantat

Abb. 3: Schemazeichnung- DMEK: Bei der DMEK-Operation wird das erkrankte Endothel und
die Descemet-Membran entfernt und durch Spendergewebe (rot eingefarbt) ersetzt.

1.8 Hornhautkultivierung/ Praparation

Die Spenderhornhdute werden innerhalb von 72 Stunden nach dem Tod
entnommen und bei 34,4 + 2°C in Organkulturmedien gelagert, das aus Eagle’s
minimal essentual Medium (MEM) mit 2% fetalem Kalberserum, Penicillin,
Streptomycin und Amphotericin B (KMI) besteht. Am Tag 21-28 der Kultivierung
in KMl und mindestens 12 Stunden vor der Transplantation werden
Spenderhornhéaute in MEM ergénzt mit 6 % Dextran 500 gemaR des uber viele

Jahre Ublichen Standard der Hornhautbanken entquollen (S. Salla et al., 2019).

Hochmolekulares Dextran Ubt osmotischen Druck aus und sorgt somit zur
Dehydratation der Hornhaut. Wahrend der Dehydratation nimmt die
Endothelzellzahl jedoch ab (Borderie et al., 1997; Salla et al., 1995). Urséachlich
wird eine endotheltoxische Wirkung von Dextran angenommen (Lin et al.,
1992). Zudem sei erwdhnenswert, dass nach einer Entquellung die Hornhaut

nur noch 5 Tage verwendbar ist.



Trotz Weiterentwicklung der Operationstechniken haben sich die Protokolle fir
die Gewebeaufbereitung in der Hornhautbank bislang nicht geandert. So wird
beispielsweise eine Hornhaut, die fir eine DMEK vorgesehen ist, meist
genauso wie eine fur eine perforierende Keratoplastik vorgesehene Hornhaut in
einem Dextran- beinhaltenden Medium entquollen. Praklinische Studien zeigen,
dass dieser fur eine perforierende Keratoplastik notwendige Schritt, fur eine
DMEK hingegen nicht notwendig ist und dieser zu einem signifikant héheren
Endothelzellverlust fuhrt (A. Abdin et al., 2018; S. Salla et al., 2019). Viele
Hornhautbanken haben ihre Protokolle nicht geandert und fihren dennoch eine

Entquellung auch vor DMEK-Operationen durch.

In der Dusseldorfer Hornhautbank ist eine Umstellung nur teilweise erfolgt. Zu
Anfang jeder Woche (Montags) erfolgt die Einplanung vorhandener
Spenderhornhaute zu den Dienstags bis Freitags geplanten Transplantationen.
Hornhdute zur Verwendung am Anfang einer Woche (Dienstags und gdf.
Mittwochs) werden zur Entquellung in Dextran umgesetzt. Der Grund hierfur ist
zum einen logistisch (nur 5-tdgige Haltbarkeit kurz vor dem Wochenende
problematisch) und zum anderen, dass nach Entfernung der Descemet-
Membran das stromale Restgewebe, bei Notfall-Operationen (perforiertem
Bulbus) eingesetzt werden kann. Dies ist jedoch nur mdoglich, wenn das

Gewebe zuvor entquollen wurde.

1.9 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist es mit einer prospektiven Datenerhebung zu
vergleichen, ob der Verzicht auf Dextran im Rahmen der Aufbereitung der
Spenderhornhaute in der Hornhautbank zu einer klinisch messbaren
Verbesserung der Endothelzellzahl bzw. Hornhautdicke und somit des Visus im

Vergleich zu den bislang etablierten Hornhautbankprotokollen fuhrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkohorte

Alle Patienten am UKD (Universitatsklinikum Dusseldorf), zwischen April 2020
und Mai 2022, die folgende Einschlusskriterien: Indikation flr eine DMEK oder
Triple-DMEK-Operation, sowie folgende Ausschlusskriterien: keine weiteren

visusbeeintrachtigenden Augenerkrankungen, erfullt hatten.

Ein positives Ethikvotum liegt vom 30.03.2020 vor (2016-699).

2.2 Untersuchungsmethoden

Alle Untersuchungen fanden in der Augenklinik des Universitatsklinikum
Dusseldorf statt.

Es handelt sich um prospektiv erhobene Datensatze. Die Transplantationen
erfolgten im Rahmen der Routineversorgung durch verschiedene

Chirurgen/Chirurginnen an der Universitats-Augenklinik Dusseldorf.

Die Untersuchungen wurden ebenfalls im Rahmen der Routineversorgung
durch wissenschaftliche Mitarbeiter/ Mitarbeiterinnen 1 Tag praoperativ, sowie
3, 6 und 12 Monate postoperativ vorgenommen. Dabei wurde der korrigierte
Fernvisus (CDVA) 1 Tag praoperativ, sowie nach 3, 6 und 12 Monaten
bestimmt; die zentrale Hornhautddicke (CCT) 1 Tag praoperativ und bis zu 6
Monate postoperativ und die Endothelzellzahl 6-12 Monate postoperativ
bestimmt. Ein mdgliche erneute Gaseingabe in die Vorderkammer (Rebubbling)
wurde zwischen dem 3.-7. Tag postoperativ bei entsprechender Indikation
durchgefuhrt.

2.2.1 Bestimmung der Refraktion/des Visus

Fir die Bestimmung des Visus wurde eine Autorefraktion ermittelt
(OCULUS/NIDEK AR- 1; NIDEK Co. Ltd. Gamagori, Japan) und damit eine
Visusprufung mittels Optotypen aus Zahlen und Buchstaben ermittelt. Die

Autorefraktion ermittelt mittels Infrarotlicht die Brechwerte (Sphare, Zylinder,
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Achse), die das Auge bendétigt, um ein scharfes Bild auf der Netzhaut zu
erzeugen. Die Untersuchung erfolgt monokular (jedes Auge nacheinander und
getrennt). Der Patient sollte die Buchstaben/Zahlen einzeln erkennen kénnen.
Eine Visusstufe gilt als erreicht, wenn mindestens 60% richtig erkannt wurden
(DeCarlo et al., 2013).

Sofern der Visus zu schlecht gewesen ist, um Zahlen oder Buchstaben zu
lesen, wurde auf Metervisus, Fingerzahlen, Handbewegungen oder Lichtschein

mit oder ohne Projektion getestet (Grehn, 2012).

Fir die statistische Auswertung wurde der Snellen Visus in logMAR (logarithm

of the Minimum Angle of Resolution) umgerechnet (https://ophtha.ch/wiki/visus-

umrechnung-etdrs-snellen-logmar/). Der logMAR Visus ist eine logarithmische

Darstellung des Visus (siehe Abbildung 4).

Es handelt sich bei den Visusangaben um den korrigierten Fernvisus (CDVA).
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Snellen dezimal logMAR

2.00 -0.3
1.60 -0.2
1.25 -0.1
1.00 0
0.80 0.1
0.63 0.2
0.50 0.3
0.40 0.4
0.32 0.5
0.25 0.6
0.20 0.7
0.16 0.8
0.125 0.9
0.10 1
0.08 1.1
0.06 1.2
0.05 1.3
0.04 14
0.03 15
0.025 1.6
0.01/FZ 1.9
HBW 2.3
LP 2.7
NLP 3

Abb. 4: Umrechnungstabelle der dezimalen Sehscharfe in logMAR: Der logMAR Visus ist
umgekehrt proportional zur dezimalen Snellen Sehschéarfe. Kleinere Werte bedeuten somit
einen besseren Visus.

2.2.2 Endothelzellmikroskopie postoperativ am Patienten

Die Bestimmung der Endothelzellzahl (ECC) der Empfangerhornhaut erfolgte
mittels Endothelzellmikroskopie in dem Zeitraum 6-12 Monate postoperativ. Bei
dieser nicht invasiven Untersuchung wird die Zelldichte des Hornhautendothels
bestimmt.  Zur  Untersuchung wurde in unserer Studie das
Endothelzellmikroskop EM-3000 ® der Tomey GmbH aus Erlangen benutzt. Die
Messungen erfolgen automatisiert im Zentrum der Hornhaut. Dabei werden 15
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Bilder des Hornhautendothels aufgenommen und von denen das beste Bild

analysiert und die Zelldichte in mm? errechnet (Tomey GmbH, Nirnberg).

Nach Beschreibung von Burk (Burk & Burk, 2014) ist die normwertige
Endothelzellzahl im Lebensalter von 1,5 Jahren bei zirka 5000 Zellen pro
Quadratmillimeter. Bei jungen Erwachsenen betragt sie in etwa 4500 bis 2500
Zellen pro Quadratmillimeter und im hoheren Alter zirka 2750 bis 1500 Zellen
pro Quadratmillimeter. Hier ist allerdings eine hohe individuelle Variabilitat zu
beachten (Edelhauser, 2006; Khan et al., 2015).

2.2.3 Bestimmung der Endothelzellzahl (ECC) der

Spenderhornhaut, in der Hornhautbank

Die Bestimmung der Endothelzellzahl bzw. Endothelzelldichte in der
Hornhautbank erfolgt mit dem Phasenkontrastmikroskop Nikon Eclipse TE 200
mit einer VergroRerung von CFI 10x 22 und 10x 0,30 als Linsen und einer

Software (siehe unten) zur Bestimmung der Endothelzelldichte.

Es wird bei der Beurteilung immer die ganze Hornhaut angesehen. Hier werden
zunachst im Zirkel die peripheren und mittelperipheren Flachen, dann

sternférmig von mittelperipher nach para- und zentral mikroskopiert.

Die routinemaRig verwendete Software ist REA XDL der Firma Robin GmbH,
Zwirnerweg 9 in 42781 Haan.

2.2.4 Bestimmung der Hornhauttomographie und -
topographie

Die Hornhauttomographie- und topographie wurden mittels Scheimpfluganalyse
(Pentacam HR ®, Oculus, Wetzlar) durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um ein
bildgebendes Verfahren zur topographischen Analyse des vorderen
Augenabschnitts. Flur die Untersuchung sitzt der Patient vor der Pentacam und
schaut auf ein Fixationslicht. Bei der Messung rotiert eine Scheimpflugkamera

um das zu untersuchende Auge. Innerhalb weniger Sekunden werden multiple
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Schnittbilder der Hornhaut mit Darstellung der Vorder- und Ruickflache. Fur die

vorliegende Arbeit wurde die zentrale Hornhautdicke ausgewertet.

2.3 Operationstechniken

2.3.1 Transplantataufbereitung

Alle Transplantate wurden nach den Richtlinien der Bundesarztekammer in der
LIONS-Hornhautbank NRW gewonnen und konserviert. Die Richtlinien
erfordern eine Kultivierung zwischen 28-37°C. Das Medium 1, welches als
Standard verwendet wird, enthalt kein Dextran und ermdglicht somit eine
Konservierung von 30 Tagen, aber das Transplantat schwillt an. Die
Entquellung wird ca. 1-3 Tage vor der Transplantation vorgenommen. Fur die

Entquellung wird die Hornhaut in das Medium 2 mit 6% Dextran gegeben
(M. Parekh et al., 2016; Pels, 1997).

Wir haben 2 Gruppen untersucht. Gruppe 1 mit Hornhauten aus Medium 1 und
Gruppe 2 mit Hornhauten aus Medium 2. Die Operation wurde routinemalig als
stationarer Eingriff in Vollnarkose von erfahrenen Chirurgen durchgeflhrt.
Praoperativ erfolgte eine YAG-Iridotomie bei 6h und 12h zur Verhinderung
eines Pupillarblockes. Es wurden nur Patienten in die Analyse eingeschlossen,
wenn keine gleichzeitige Augenerkrankung dokumentiert wurde, die die

Sehscharfe negativ beeinflussen kdnnte.

Alle Transplantate wurden im Operationssaal bei Raumtemperatur unmittelbar

vor der Operation prapariert.
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2.3.2 Praparation des Transplantates

Bei der Spenderhornhautpraparation vor der Transplantation wird die
korneosklerale Hornhautscheibe mit der Endothelseite nach oben auf einen
Hanna-Stanzblock gelegt. AnschlieRend wird die Descemet-Membran entlang
des gesamten Umfanges einer spitzen Klinge eingeritzt. Trypanblau 0,06%
(VisionBlue, DORC, Zuidland, Niederlande) wird dann zur Markierung der
Transplantatregion verwendet. Folgend werden die Descemetrander mit einer
runden Klinge (z.B. Grieshaber ultrascharfes Sklerotomiemesser gerade, Alcon,
Schaffhausen, Schweiz) angehoben. Im Anschluss wird das Descemet-
Membran-Stripping durchgefuhrt. Hier wird die Descemet-Membran peripher mit
einer oder zwei Pinzetten aufgegriffen und vorsichtig Richtung Hornhautmitte
gezogen. Nach Erreichen des Zentrums wird die DM wieder auf das Stromabett
zurlckgelegt und der nachste Quadrant bearbeitet. Dies wird so lange
durchgefuhrt, bis nur noch ein zentraler Bereich von weniger als 1x1 mm stehen
bleibt (siehe Abbildung 5). Im Folgenden wird die Trepanklinge (Durchmesser
8,25 mm) vorsichtig von der Endothelseite auf den korneoskleralen Knopf
gedrlckt, so dass die Descmet-Membran geschnitten wird. Das Transplantat
wird im Anschluss vorsichtig abgehoben und in eine Shooter-Kartusche
gegeben (Menzel-Severing et al., 2017).
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Abb. 5: Praparation der Hornhaut mittels 2er Pinzetten von 4 Seiten: 1) Die
vorgeschnittene Descmet-Membran (DM) wird mit 2 Pinzetten gegriffen und vorsichtig
angehoben. 2) DM wird bis ins Zentrum abgehoben. 3) Wenn das Zentrum erreicht ist, wird die
DM vorsichtig zuriick auf das Stromabett gelegt, und der Stanzblock um 90° gedreht und der
nachste Quadrant abgezogen. 4) Ein Stiick DM von ca. 1x 1 mm im Zentrum bleibt stehen. Im
Anschluss erfolgt die Trepanation und Entfernung der peripheren DM. Die Spenderlamelle wird
vorsichtig komplett abgezogen, mit Trypanblau gefarbt und in einen Shooter gegeben (Menzel-
Severing et al., 2017).

2.3.3 Descmet-Membran Endothel Keratoplastik-Operation

In der Universitatsaugenklinik Dusseldorf erfolgt die DMEK-Operation
standardmalig in Intubationsnarkose. Die primare Praparation der Descemet-
Membran erfolgt mittels ,no-touch-Technik” und einem Vitalfarbstoff, durch
welches das Transplantat unbeschadigt gewonnen werden kann (I. Dapena et
al., 2011). Die ausfuhrliche Spenderpraparatgewinnung ist unter 2.3.1

beschrieben.

Zur Operationsvorbereitung erhalten die Patienten Pilocarpin-Augentropfen zur
Erzeugung einer Miosis. Im Anschluss werden die Zugangswege zur Operation,
die Parazentesen, parallel zur Iris, vor dem Limbus cornae liegend,

durchgefuhrt. Im Regelfall liegen die Parazentesen bei drei, sechs und neun
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Uhr. Aullerdem wird noch ein Tunnel bei ein Uhr zur Implantation des

Transplantats geschaffen.

Sofern die Patientin/der Patient noch nicht kataraktoperiert sind, wird die DMEK
simultan mit einer Phako/HKL (Triple-DMEK) durchgefuhrt. Die Entfernung der
eigenen Linse und IOL- Implantation erfolgt hierbei vor der Platzierung des

Transplantates.

Die medikamentés verursachte Miosis (Pilocarpin-Augentropfen) erleichtert eine
periphere Iridektomie bei 6 Uhr bzw. Sondierung der YAG-Iridotomie Offnungen
der Iris bei sechs und zwolf Uhr. Die Iridotomie bzw. Iridektomie ermoglicht den
Kammerwasserabfluss von der Hinterkammer direkt in die Vorderkammer. Sie
dienen zur Pravention einer Pupillarblocks, ausgelost durch die spater injizierte
Luftblase in die Vorderkammer (Luft et al., 2017).

Die Descemetorhexis erfolgt unter Lufteingabe in die Vorderkammer. Die
Abschabung der Descemet-Membran und des Endothels erfolgt mit einem
Price-Haken und Spatel. Die abgetragene Schicht hat in der Regel einen
Durchmesser von 8,75 mm. Bei der Entfernung der Descemet-Menbran wird
genau auf eine vollstdndige Entfernung geachtet um  modgliche
Folgekomplikationen zu verhindern. Zu den Folgekomplikationen zahlen ein
nicht vollstandig anliegendes Transplantat (Dehiszenz), visusbeeintrachtigende

Hornhautédeme und Transplantatversagen (Kymionis et al., 2007).

Bevor das Transplantat in den Injektor aufgenommen und in das
Empfangerauge injiziert wird, erfolgt eine Anfarbung des Transplantates mit
dem Farbstoff RS-BLUE (0,05% Trypan blue, ALCHIMIA, 35020 Ponte S.
Nicolo (PD), Italien). Durch die Anfarbung werden unter anderem Einrisse
sichtbar. In der Zwischenzeit wird die Hornhautoberflache des Empfangers
wiederholt mit BSS (Balanced Salt Solution) benetzt.

Nach Anfarbung der Spenderhornhaut wird diese mithilfe einer Szurmann-
Kartusche (Geuder, Heidelberg) aufgenommen und in die Vorderkammer
eingebracht. Das Transplantat wird ausgerichtet und zentriert und durch
partiellen Druck auf die Hornhautoberflache geglattet und korrekt platziert (van
Dijk-Technik) (Eye, 2011). Zur Stabilisierung des Transplantates wird Luft/Gas

in die Vorderkammer eingegeben. Folgend wird 4 mg Fortecortin, mit dem Ziel
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die postoperative Inflammation abzuschwachen, unter die Bindehaut gespritzt.
Zudem wird Spersacarpin 2% Augentropfen (OmniVision GmbH, 82178
Puchheim, Deutschland) zur  Pupillenverengung  verabreicht und
Dexagentamycin Augensalbe (Dexamethason und Gentamycin) aufgetragen,
sowie 250 mg Prednisolon und 500mg Acetacolamid (Diamox, Mercury
pharmaceuticals Ltd., London EC4N 7BL, GrofR3britannien) intravends

verabreicht.

Postoperativ muss auf eine Ruckenlagerung Uber mindestens 24 Stunden

geachtet werden, um Transplantatadharenz zu erreichen.

2.4 postoperatives Management

2.4.1 topische/ lokale Medikation

Die Behandlung nach allen Operationen umfasst topische unkonservierte
Antibiotika, wie die Gyrasehemmer (Floxal/Ofloxacin EDO) fir 1 Woche,
topische unkonservierte Steroidaugentropfen (Monodex AT mit Dexamethason-
21-dihydrogenphorphat) 8x taglich fur 1 Woche und dann funfmal taglich,
langsam ausschleichend Uber 6 Monate (monatliche Reduktion um einen
Augentropfen) bis zur Erhaltungsdosis von 1x taglich fir mindestens 12 Monate

und Tranenersatzmittel nach Bedarf (zu Beginn mindestens 5x taglich).

2.4.2 orale Medikation

Zusatzlich zu der topischen Therapie erhalten die Patienten nach der Operation
auch eine systemische Therapie mit Prednisolon Tabletten gewichtsadaptiert
und eine Reduktion alle 3 Tage nach zum Beispiel folgendem Schema (100-80-
60-40-20-10-7,5-5-2,5 mg) und Pantoprazol Tabletten (z.B. Pantozol) als
Magenschutz 20 mg 1-0-0, sowie Heparin 3500 Einheiten s.c. 1x taglich.

Nachsorgeintervalle fur alle Augen in beiden Gruppen waren 2 Wochen, 6

Wochen, 6 Monate und 12 Monate nach der Operation.
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2.4.3 Luftendotamponade der Vorderkammer
(“Rebubbling®)

Sofern bei der postoperativen Nachkontrolle eine relevante
Transplantatdehiszenz auffallt, wird ein ,Rebubbling“, also eine wiederholte
Gasendotamponade unter Lokalanasthesie intrakameral durchgefuhrt (Lopez et
al., 2016). Fur die Tamponade wird ein Luft-Gas Gemisch (20%
Schwefelhexafluorid-Gas/ Luft) verwendet (Marques et al., 2018).

2.5 Datenmanagement und statistische Auswertung

Durchgefihrt wurde eine prospektive, nicht-interventionelle, monozentrische
Studie.

Zur Auswertung des CDVA (korrigierten Fernvisus) nach 3, 6 und 12 Monaten
wurden die Operationsverfahren DMEK und Triple-DMEK weitestgehend
zusammengelegt. Dies betreffen die Verlaufsbeurteilung und die

Korrelationstestung.

Zur Prufung der signifikanten Unterschiede wurden Mittelwertunterschiede im
Hinblick auf den CDVA in logMAR nach 3, 6 und 12 Monaten, pra- und
postoperative Endothelzellzahl (ECC (cellss/mm?)), pra- und postoperative
zentrale Hornhautdicke (CCT (um)), Rebubblinganzahl,
Hornhautdickenveranderung (CCT change (um)) in den beiden Gruppen ,mit

Dextran“ und ,ohne Dextran® untersucht.

Die Daten wurden in einer Microsoft Office Excel Tabelle eingetragen und
gespeichert. Zur Auswertung unserer Fragestellungen wurden die Daten aus
der Datenbank in das Statistikprogramm SPSS Software Version 29.0 (IGM
Corp, Armonk, NY, USA) exportiert und gespeichert.

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurden stetige Variablen mittels
Mittelwert, Standardabweichung, t-Test bei normalverteilten Variablen
beschrieben und kategoriale Variablen in Prozent ermittelt. Der Pearson Chi-
Quadrat-Test diente dazu, die Ubereinstimmung der beobachteten Haufigkeit

einer Variable mit der vorgegebenen Haufigkeit der Variable zu prufen.
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Die Tabellen der vorliegenden Arbeit wurden in Excel erstellt, Grafiken wurden

in Pages Freeform und Sketchbook ® erstellt.

3  Ergebnisse
3.1 Patienten- /Empfanger-und Spenderkollektiv

3.1.1 Deskriptive Statistik des Patienten/Empfangerkollektiv

Tabelle 1 Empfanger Eigenschaften fiir beide Gruppen
mit Dextran (n=89) |ohne Dextran (n=105) |p-Value

Patientenalter
(Jahre) 72,5+9,9 69,5 £ 8,7 0,03
Geschlecht

Mannlich 42 44

Weiblich 47 61 0,46
Begleitende
Augenerkrankungen | 46,1 32,4 0,051
in %
Operationsverfahren

DMEK 63 60

Triple-DMEK 26 45 0,049
Visus (CDVA in
logMAR)

DMEK 0,54 £ 0,49 0,5 +0,37 0,69

Triple-DMEK 0,50 £ 0,39 0,42 £ 0,25 0,46
entale (um) 623393 610 + 65 0,30

Tabelle 1: Empfanger Eigenschaften fiir beide Gruppen (mit und ohne Dextran): Hier sind die
Mittelwerte flr die CDVA (korrigierter Fernvisus), die CCT (zentrale Hornhautdicke), die DMEK
(Descemet-Membran Endothel Keratoplastik) und die Triple -DMEK (Descemet-Membran
Endothel Keratoplastik und Cataractoperation) mit Standardabweichung (+ SD), sowie das
Signifikanzniveau (wenn p < 0,05: Statistische Signifikanz angenommen) angegeben.

In Tabelle 1 sind die klinischen Merkmale der Transplantatempfanger zu

Studienbeginn dargestellt. Die Zahl der Patienten, die ein in Dextran gelagertes
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Transplantat erhielten betrug 89. Ein Transplantat welches nicht in Dextran
gelagert wurde erhielten insgesamt 105 Patienten. Die Empfangergruppe, die

Transplantate ohne Dextran erhielt war etwas junger und seltener pseudophak.

3.1.2 Deskriptive Statistik des Spenderkollektivs

Tabelle 2 Spender Eigenschaften fiir beide Gruppen

mit Dextran (n= 92) | ohne Dextran (n= 102) | p-Wert

Spenderalter

(Jahre) 78,6 + 10,4 78,8 +10,5 0,93
SOSNIIIENAER | o e 4.3 28,2 +13.8 0,02
(Stunden)
Kulturdauer (Tage) | 21,5+ 6,4 21,9+6,0 0,72
Kulturdauer

1,9+1,0 0,0+0,0 < 0,001
Dextran (Tage)
Endothelzellzahl

2573 + 364 2586 +372 0,81

(Zellen/mm?)

Tabelle 2: Spendereigenschaften fiir beide Gruppen (mit und ohne Dextran): Hier aufgefiihrt die
Mittelwerte fir das Spenderalter in Jahren, die postmortem Zeit in Stunden, die Kulturdauer in
Tagen, die Kulturdauer in Medium 2 mit Dextran in Tagen und die Endothelzellzahl in mm?,
sowie die Standardabweichung (SD +/-) und die Signifikanz (wenn p < 0,05: Statistische
Signifikanz angenommen).

In Tabelle 2 zeigt sich eine etwa vier Stunden langere postmortale Zeit bei
Transplantaten ohne Dextran Exposition (p= 0,02), wahrend kein Unterschied

fur Spenderalter, Lagerzeit und der Endothelzellzahl festgestellt wurde.
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3.2 Visusentwicklung nach 3/6/12 Monaten im

Gesamtkollektiv

Tabelle 3 Ergebnisse der Visusentwicklung fiir beide Gruppen

mit Dextran (n= 48) | ohne Dextran (n=71) | p-Wert

CDVA  (logMAR)
DMEK + T-DMEK

3 Monate 0,32 + 0,36 0,27 £ 0,22 0,42
6 Monate 0,16 + 0,15 0,15+0,11 0,84
12 Monate 0,14 £ 0,18 0,13+0,16 0,83

Tabelle 3: Ergebnisse der Visusentwicklung fir beide Gruppen (mit und ohne Dextran): Hier
aufgefuhrt die Mittelwerte der Visusentwicklung der beiden Gruppen nach 3, 6 und 12 Monaten,
sowie die Standardabweichung (SD %) und die Signifikanz (p < 0,05 = Signifikanz).

Postoperativ wurden die Patienten insgesamt dreimal untersucht: nach 3
Monaten, 6 Monaten und 12 Monaten. Fir die Ubersichtlichkeit der statistischen
Datenauswertung sind in die Auswertung des Visus pra- zu postoperativ
ausschlielich vollstandige postoperative Patientendaten (3, 6 und 12 Monate)
eingeflossen, so dass sich die Patientenanzahl in der postoperativen Gruppe
entsprechend verringerte: In der Dextrangruppe auf 48 Patientenaugen und in

der Gruppe ohne Dextran auf 71 Patientenaugen.
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3.3 Ergebnisse der postoperativen Endothelzellzahl,

Pachymetrie und Rebubblingrate fur beide Gruppen des

Empfangerkollektivs

Tabelle 4

Ergebnisse der

postoperativen

Endothelzellzahl;

Pachymetrie und Rebubblingrate fiir beide Gruppen des

Empfangerkollektivs

mit Dextran (n= 89)

ohne Dextran (n=105) p-Wert

Endothelzellzahl
(Zellen/mm?)

Zentrale
Hornhautdicke
CCT (um)

Rebubblingrate
(%)

Tabelle 4: Ergebnisse der postoperativen Endothelzellzahl, Pachymetrie und Rebubblingrate fur
beide Gruppen (mit und ohne Dextran) des Empfangerkollektivs: Hier aufgefihrt die Mittelwerte
der Endothelzellzahl in cells/mm?, der Hornhautdicke in um und der erneuten Lufteingabe in %,

1221 + 490

541 + 52

23,6

1261 + 495

541 £ 65

29,5

0,66

0,96

0,35

sowie die Standardabweichung (SD +) und die Signifikanz (p < 0,05 = Signifikanz).

In Tabelle 4 dargestellt zeigt sich in der Hornhautdickenmessung (Pachymetrie)
ein auch zu erwartender deutlicher Riuckgang der Hornhautdicke pra- zu
postoperativ. Wahrend die Hornhautdicke praoperativ im Mittel 616,5 pm
betrug, lag sie postoperativ im Mittel beider Gruppen bei 541 ym. Das zeigt,
dass die Operationsmethode DMEK funktioniert. Dies ist in beiden Gruppen,

sowohl mit, als auch ohne Dextran zu sehen.

24



3.4 Unterschiede der pra- und postoperativen Ergebnisse

Anderungen zwischen prioperativen und postoperativen

[EEEER Ergebnissen

mit Dextran (n= ohne Dextran (n=

89) 105) [ELOEEN
CDVA-
Veranderung(Zeilen
hinzugewonnen)
DMEK n= 33 n= 39
3 Monate 2,7+4,1 24+44 0,81
6 Monate 39+4,4 36142 0,76
12 Monate 42+45 3,6+4,3 0,60
Triple-DMEK n=15 n= 32
3 Monate 09+6,3 1,227 0,86
6 Monate 2,9+3,.2 26+25 0,79
12 Monate 29+3,2 3,125 0,78
CCT Anderung in

-81+102 -69+78 0,37

pm)

Tabelle 5: Ergebnisse der Anderungen zwischen praoperativen und postoperativen Befunden
(mit und ohne Dextran) nach 3, 6 und 12 Monaten: Hier aufgefihrt die Mittelwerte der
Visusstufenanderung (CDVA Veranderung (Zeilen hinzugewonnen), der Hornhautdicke in um,
sowie die Standardabweichung (SD %) und die Signifikanz (p < 0,05 = Signifikanz).

In Tabelle 5 werden die Anderungen im CDVA und CCT zu Studienbeginn und
letztem Nachuntersuchungsbesuch dargestellt. Beide Gruppen gewinnen die
Empfanger 3-4 Linien an Sehscharfe. Dieses Ergebnis ist statistisch signifikant.
(p < 0,01). AulRerdem ist die CCT in beiden Gruppen postoperativ niedriger (p <
0,001). Patienten mit Komorbiditaten wurden nicht in die Visusauswertung mit

reingenommen. Es wurden allerdings keine Unterschiede zwischen den beiden
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Gruppen (mit / ohne Dextran) hinsichtlich CDVA, ECC- oder Rebubblingrate

festgestellt.

4. Diskussion

4.1 Kernpunkte und mogliche Zusammenhange

Descemetmembran-Lamellen  kdnnen  manuell aus  organkultivierten
Spenderhornhduten hergestellt werden, unabhangig davon, ob diese
geschwollen oder nicht geschwollen sind (Yoeruek et al., 2013). Dass Dextran
im  Kulturmedium, welches zur Entquellung der Hornhaut dient, mit
zunehmender Kulturdauer einen negativen Effekt auf die Transplantatqualitat
hat bzw. zu einem hdheren Endothelzellzahlverlust fuhrt, ist in der Literatur
hinreichend beschrieben (Bayyoud et al., 2012; Borderie et al., 1997; Dirisamer,
Dapena, et al., 2011; Heinzelmann et al., 2014; Krabcova et al., 2011; Lie et al.,
2008; Salla et al., 1995; van der Want et al., 1983). Diese Berichte zeigten unter
anderem, dass der Zustand des Endothels am 4. Tag im Kulturmedium mit
Dextran am besten ist und sich dann verschlechtert (Redbrake et al., 1997).
Redbrake et al. argumentieren, dass die Zugabe von Dextran im Kulturmedium
zu einem erhdéhten osmotischen und metabolischen Stress des Transplantates
fuhren und es somit eher zum Transplantatversagen kommen kann (Redbrake
et al., 1997).

In dieser Arbeit gingen wir der Frage nach, ob ein Verzicht auf Dextran im
Rahmen der Aufbereitung der DMEK-Spenderhornhaute in der Hornhautbank
zu einer klinisch messbaren Verbesserung der Endothelzellzahl bzw. der
zentralen Hornhautdicke und somit des Visus, im Vergleich zu bereits

etablierten Hornhautbankprotokollen, fuhrt.

Es gab hierzu einige Debatten Uber die Gesamtwirkung von Dextran bei der
Lagerung und Transplantation. Abdin et al. berichteten Uber eine bessere
CDVA, eine niedrigere CCT, eine héhere ECC und eine geringere Rate an
Transplantatversagen, nachdem Geweben aus entquollenen Hornhauten nach
DM-Stripping wieder in ein dextranfreies Medium gegeben wurde, im

Gegensatz zur Eingabe in ein Medium mit Dextran (A. Abdin et al., 2018).
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Auch berichtet eine weitere Fallserie mit vorgeschnittenem DMEK-Gewebe,
welches anschlielend in Medium mit Dextran gelagert wurde, von einer
statistisch signifikant hdheren Rate an Transplantatversagen (Sonja
Heinzelmann et al, 2017). Auferdem wird dort beschrieben, dass
vorgeschnittenen Transplantate aus einem Medium mit Dextran klebriger seien
und sich schwerer in der Vorderkammer entfalten lassen. Parekh et al.
wiederum beobachteten, dass die Lagerung von vorgeschnittenem DMEK-
Gewebe unter Zugabe von Dextran eine hohere Zelladhasion an der
extrazellularen Matrix und eine verbesserte Steifigkeit des Gewebes nach sich
zieht (Mohit Parekh et al., 2016). Die genannten Studien unterschieden sich
jedoch jeweils hinsichtlich der Lagerungsbedingungen fir die Descemet-

Endothel-Lamelle. Die Patientenzahlen waren vergleichsweise gering.

4.2 Spenderalter als mogliche Einflussgrofe

Das Spenderalter unterschied sich in den hier untersuchten Gruppen mit und

ohne Dextran nicht signifikant voneinander.

Dass das Alter allerdings eine Einflussgroe darstellt wurde unter anderem in
den Untersuchungen von Schrittenlocher et al. (Schrittenlocher et al., 2022)
untersucht. In 10 von 17 Publikationen wurde das Alter der Spender betrachtet
und es schien eine Ubereinstimmung dariiber zu geben, dass sowohl jiingere,
wie auch altere Spender geeignet sind, um ein ahnliches klinisches Ergebnis
zur erzielen (Bennett et al., 2015; de Mora et al., 2016; Gorovoy et al., 2014;
Heinzelmann et al., 2014; Hill et al., 2021; Maier et al., 2015; Schaub et al.,
2020; Schaub et al., 2016; Schlétzer-Schrehardt et al., 2013; Straiko et al.,
2020).

In einer Untersuchung von Armitage et al. wurde hingegen beobachtet, dass bei
Hornhauten, welche fir eine perforierende Keratoplastik verwendet wurden, das
Alter des Spenders einen starken Einfluss auf die Qualitat der Endothelzellen
hatte. So waren mehr als 80% der Hornhdaute von Spendern, die junger als 40
Jahre alt waren, geeignet, wahrend von den Spendern, die uber 80 Jahre alt

waren, nur 45% der Hornhaute, verwendet werden konnten (Armitage & Easty,
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1997). Diese Diskrepanz zwischen den Studien ist moglicherweise dadurch
bedingt, dass fur die DMEK-Operation in der Regel altere Spender wegen der
geringeren Rollung des Transplantats bevorzugt werden (Arifio-Gutierrez et al.,
2023). Die Altersstruktur der Spender ist also bei DMEK-Studien
moglicherweise zugunsten der alteren Jahrgange verzerrt, so dass
Unterschiede im Spenderalter sich nicht auf die Endothelzell-Qualitat
auszuwirken scheinen. Hinzu kommt, dass alle verwendeten Transplantate
gemall der Hornhautbank-Richtlinien eine lichtmikroskopisch bestimmte
Mindest-Endothelzell-Zahl von 2000 Zellen/mm? aufweisen. Dennoch wurde in
der vorliegenden Studie darauf geachtet, dass beide Gruppen sich nicht
hinsichtlich des Spenderalters unterscheiden, um dies als denkbaren

Einflussfaktor auszuschliel3en.
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4.3 postmortem Zeit und Kulturdauer als mogliche

EinflussgroRe

Sowohl die postmortem Zeit (Zeit vom Tod bis zur Hornhaut-Entnahme), als
auch die Kulturdauer (Zeit beginnt mit der Umsetzung der enthommenen

Hornhaut in Kultur) haben einen negativen Einfluss auf die Gewebequalitat.

Die Richtlinie der Bundesarztekammer zum FuUhren einer Hornhautbank
beschreibt, dass eine Hornhaut innerhalb von 72 Stunden nach dem Tod
entnommen und verarbeitet werden muss (Montgomery et al., 2018). Diese
Zeitgrenze wurde zuletzt auch von Hofmann et al. untersucht (Hofmann et al.,
2021). Sie zeigen, dass eine DPT (death to preservation time) bis zu 72
Stunden fur Hornhautgewebe ausreichend ist und keinen Einfluss auf die

Qualitat der zu transplantierenden Hornhaut hat.

Die Kulturdauer ist bedeutsam, da unter anderem Untersuchungen von
Rodriguez-Calvo de Mora et al. (de Mora et al.,, 2016) zeigen, dass die
Lagerungszeit des Transplantates im Medium mit einer
Endothelzelldichtenabnahme verbunden war. Je langer die Lagerungszeit
andauerte, desto grolker war die Abnahme der Endothelzelldichte 6 Monate

nach einer DMEK-Operation.

Wir haben daher in unseren Untersuchungen darauf geachtet, dass die
Parameter postmortem Zeit und Kulturdauer in beiden Gruppen gleich sind und

somit keinen Confounder bilden.
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4.4 Dextran als mogliche Einflussgrofde

Dextran, welches zum Abschwellen von Spenderhornhauten fur eine
perforierende  Keratoplastik verwendet wird, hat wie in multiplen
Untersuchungen (Bayyoud et al., 2012; Borderie et al., 1997; Dirisamer,
Dapena, et al., 2011; Heinzelmann et al., 2014; Krabcova et al., 2011; Lie et al.,
2008; Salla et al., 1995; van der Want et al., 1983) gezeigt werden konnte,
einen negativen Einfluss auf die Hornhautqualitdt und speziell auf die
Endothelzellzahl. Nicht alle Spenderhornhdute werden jedoch fir eine
perforierende Keratoplastik verwendet, sondern ein Grolteil mittlerweile fir
andere operative Verfahren, wie unter anderem die DMEK. Folgend soll der

Einfluss von Dextran auf die Hornhaut diskutiert werden.

Wir haben zwei Gruppen (Kulturmedium mit und Kulturmedium ohne Dextran)
in groRerer Fallzahl untersucht und konnten keinen signifikanten Unterschied im
Vergleich der Gruppen finden. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Rickmann
et al. in einer kleineren Fallserie dargestellt. Hier zeigte sich kein Unterschied
zwischen den Dextrangruppen und den Gruppen ohne Dextran in den
Bereichen Sehscharfe, Endothelzellzahl, zentrale Hornhautdicke und
Rebubblingrate (insgesamt 32 Augen Uber 1 Jahr untersucht, teilweise

vorpraparierte Hornhaute) (Rickmann et al., 2022).

Es gibt allerdings in anderen Untersuchungen Hinweise auf die Toxizitat von
Dextran durch endotheliale Nekrosen, gesteigerte Segmentierung, gesteigerten
Zellpolymorphismus, Bildung von intrazytoplasmatischen Vakuolen, Granula,
Ablagerungen auf der Endotheloberflache und  Erweiterung der
Intrazellularrdume (Lin et al., 1992) (Sabine Salla et al., 2019). Zudem flhre der
hohe osmotische Stress zu schwerwiegenden morphologischen Veranderungen

der Endothelzellen, wie Redbrake et al. (Redbrake et al., 1997) zeigen konnten.

Die Verwendung von Dextran kann zu einer Ansammlung von Dextran auf der
Stromaoberflache des EDM fihren und es klebriger machen und somit eine
Entfaltung moglicherweise erschweren und damit durch iatrogen verstarkte
Manipulation indirekt einen héheren Schaden verursachen (S. Heinzelmann et
al., 2017). Dahingegen beschrieben Parekh et al. eine hohere Zelladhasion an

der extrazellularen Matrix (M. Parekh et al., 2016) und eine geringere Steifigkeit
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der Transplantate bei der Lagerung von vorgelagerten DM in dextranhaltigem
Medium (Parekh et al., 2017). Die verminderte Steifigkeit konnte ein Vorteil bei
der Operation sein, da diese ggf. weniger Manipulation durch den Operateur
erfordert (Parekh et al., 2017).

Borderie et al. zeigten, dass kulturbedingte Schaden durch die Lagerung im
Entquellungsmedium (Medium mit Dextran) fur 1-2 Tage eher zu einen
moderaten Schaden, jedoch aber schwerere Schaden durch Dextran induziert
werden bei einer Lagerung von 3-4 Tagen (Borderie et al., 1997). Die
Empfehlung der Autoren lautet daher, eine Entquellungsperiode von 2 Tagen
nicht zu Uberschreiten. In unserer Untersuchung wurden die Hornhaute 1,9 +/-
1,0 Tage (siehe Tabelle 2) in Dextran uUberfuhrt. Moglicherweise ist dies der
Grund, weshalb kein signifikanter Unterschied zwischen der Dextrangruppe und

der Gruppe ohne Dextran festgestellt werden konnte.

Die Studie von Abdin et al. zeigt, dass eine Lagerung nach DM-Stripping fur
weitere 48 Stunden in Dextran, eine unangemessen lange Kontaktzeit darstellt
und dass das funktionelle Ergebnis durch eine niedrigere Endothelzellzahl
beeinflusst sein konnte (A. Abdin et al., 2018). Ebenfalls fuhrt die Studie auf,
dass vorgestrippte Hornhaute in dextranfreiem Medium eine schnellere
Visuserholung ermaoglichten, postoperativ insgesamt dunner waren, eine hohere
Endothelzellzahl aufwiesen und eine geringere Re-Operationsrate hatten
(Alaadin Abdin et al., 2018).

In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, sich mit Studien zur
Entquellung der Hornhaute zu befassen, die fur eine perforierende Keratoplastik

von Relevanz sind.

Hamon et al. zeigten, dass eine 12 stindige Entquellung durch ein
dextranhaltiges Kulturmedium flr die Durchfiihrung einer perforierenden
Keratoplastik ausreichend zu sein scheint (Hamon et al., 2021). Daher kdnnte
grundsatzlich erwogen werden, die Hornhdute zu einem moglichst friihen
Zeitpunkt zu verwenden, um einen moglichen negativen Einfluss von Dextran

Zu vermeiden.

Gegen eine frUthe Verwendung der Hornhaut flr eine perforierende

Keratoplastik spricht die Untersuchung von Wolf et al. (Wolf et al., 2009). Sie
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zeigt, dass eine Entquellung von 24 Stunden nicht als ausreichend zu erachten
ist, da es nicht zu einer optimalen Hornhautdicke fuhrt. Auch wurde hier gezeigt
das der Endothelzellverlust in der Zeit von 24 Stunden bis 30 Stunden nicht
zunimmt und somit eine optimale Zeit flir eine ausreichende Hornhautdicke 30
Stunden betragt (nach 24 Stunden - eine zentrale Hornhautdicke (CCT) von
600 pm und nach 30 Stunden eine CCT von 510 uym mittels optischer

Koharenztomographie ermittelt).

Die vorliegenden Untersuchungen legen nahe, dass die Kontaktzeit von
Dextran und Hornhaut mdglichst kurz gehalten werden sollte. Da fir eine DMEK
keine Entquellung erforderlich ist, ist es ratsam, dass diese Hornhaute

gegebenenfalls nicht oder nur flr kurze Zeit mit Dextran in Kontakt kommen.

4.5 steigende Rebubblingrate mit bzw. ohne Dextran

In Price et al. (Price et al., 2009) wird eine Rebubblingrate von 63%
beschrieben, in Romano et al. von 15,4% bis 48,4 %. Die Rebbublingrate ist
allerdings auch abhangig von der Transplantatvorbereitung (pre stripping 40%,
pre-loaded 48,4%, oder surgeon stripped 15,4%) und von der Operation (nur
DMEK oder Triple.DMEK) (Romano et al., 2022). In der vorliegenden Studie
wurde die Hornhaut, wie oben beschrieben, unmittelbar praoperativ prapariert.
Es wurde von den Chirurgen kein Unterschied im Umgang mit dem Gewebe
beobachtet. Allerdings wurde dies auch nicht explizit abgefragt bzw.
systematisch untersucht. Auch hinsichtlich der Notwendigkeit eines Rebubbling,
konnten wir in unserer Untersuchung keine Unterschiede zwischen den beiden

Patientengruppen feststellen.
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4.6 Limitationen dieser Arbeit

Das postoperative Outcome in beiden Gruppen (mit und ohne Dextran) zeigte
keinen signifikanten Unterschied innerhalb der Gruppen bezuglich der
Endothelzellzahl, des Visus, der =zentralen Hornhautdicke und der
Rebubblingrate. Ein mdglicher Grund hierfir kénnte ein zu kurzes Follow -up

sein.

Eine weitere Limitation dieser Arbeit ist die Tatsache, dass die Hornhaute in
unseren Untersuchungen nie langer als 2 Tage in dem Medium mit Dextran
Uberfuhrt wurden, und es nicht mindestens 2 Messpunkte gab, um das Ausmal}
der potentiellen Schadigung zum Zeitpunkt x auszumachen bzw. differenzieren

zu kdnnen.

Wir kdnnen nicht ausschlieBen, dass eine langer als 2 Tage bestehende
Lagerung in einem Kulturmedium mit Dextran zu einem Nachweis von
signifikanten Unterschieden fuhren konnte. Hinweise hierauf werden in der

Literatur auch hinreichend beschrieben (siehe 4.4. Einflussgrof3e von Dextran).

Ein weiterer noch zu untersuchender Aspekt ware unter anderem die
Endothelzellzahl des Transplantates unmittelbar praoperativ zu bestimmen, um
den Verlust der Endothelzellzahl wahrend der Praparation und Operation zu
detektieren. Hier wird in der Literatur im Schnitt 9 % angegeben (Berg et al.,
2023), (Safi et al., 2021).
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4.7 Zusammenfassung und Ausblick

Alle Patienten in der hier beobachteten Kohorte zeigten eine reduzierte
Pachymetrie und einen Visusanstieg nach der lamellaren Keratoplastik,
unabhangig von Lagerung in einem Medium mit bzw. ohne Dextran. Die DMEK-
Operation lieferte also in beiden Gruppen die bekannt guten Ergebnisse, eine
Unterlegenheit der Visusresultate oder eine erhohte Komplikationsrate nach

Weglassen von Dextran wurde nicht nachgewiesen.

Zusammenfassend lassen unsere Ergebnisse, zusammen mit dem
vorhandenen Wissensstand, darauf schlieen, dass es keinen Nachweis dafir
gibt, dass das Weglassen von Dextran im Kulturmedium zu irgendeinem
Zeitpunkt der Lagerung schadlich fir das chirurgische Ergebnis einer DMEK/T-
DMEK ist.

Dies schliet jedoch nicht die Annahme aus, dass Schaden an
Hornhautendothelzellen  auftreten, wenn  Hornhautscheiben  und/oder
abgeschalte Descemet-Membran in einem Medium mit Dextran langer gelagert
werden. Daher kénnen Hornhautbanken erwéagen, Anderungen an bestehenden

Protokollen vorzunehmen.
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