Aus der Klinik fur Augenheilkunde
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Gerd Geerling

XENIA Lentikel: Biomechanik und enzymatische
Resistenz im Vergleich zu porzinen und humanen

cornealen Lentikeln

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin der Medizinischen Fakultat der

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Stephan Reiter
2026



Als Inauguraldissertation gedruckt mit der Genehmigung der Medizinischen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf

gez.:
Dekan/in: Prof. Dr. med. Nikolaj Kl6cker

Erstgutachter/in: PD Dr. med. Dr. rer. nat. Johannes Menzel-Severing
Zweitgutacher/in: PD Dr. med. Jorg Felsberg



Teile dieser Arbeit wurden veroffentlicht:

Stephan Reiter, Joana Witt, Johannes Menzel-Severing, Gerd Geerling, Theo G. Seiler;
Xenogenic Corneal Lenticules (XENIA) — Biomechanical Characterization and Enzymatic
Resistance Analysis. Transl. Vis. Sci.

Technol. 2025,;14(12):34. https:/doi.org/10.1167/tvst. 14.12.34.



https://doi.org/10.1167/tvst.14.12.34

Zusammenfassung

Fur die operative Therapie epidemiologisch relevanter Hornhauterkrankungen, wie zum
Beispiel des Keratokonus, stellt die Hornhauttransplantation (Keratoplastik) bis heute den
Goldstandard zur Behandlung fortgeschrittener Krankheitsstadien dar, um langfristig eine
ausreichende visuelle Rehabilitation und damit einhergehende Lebensqualitat flr betroffene
Patienten sicherzustellen. Aufgrund antigener Mechanismen und trotz des verbleibenden
Restrisikos einer Immunreaktion bleibt die Verwendung von immunologisch mdglichst
kompatiblen humanen Spenderhornhauten bislang weitgehend alternativios. Um dem globalen
Spendermangel entgegenzuwirken, konzentrieren sich aktuelle Forschungsansatze auf die
Verwendung artifizieller und xenogener Gewebe, wie beispielsweise dezellularisierte porzine
Corneae, die praktisch unbegrenzt zur Verfligung stehen und bereits als fertiges
Medizinprodukt zur Implantation verfigbar sind. Bislang haben sich aber in der Augenheilkunde
vergleichbare operative Ansatze mit xenogenem Gewebe noch nicht etabliert.

Das Unternehmen Gebauer Medizintechnik GmbH hat einen CE-zertifizierten und MDR-
konformen xenogenen Lentikel (XENIA) aus Schweinehornhaut entwickelt, der bei Patienten
mit Keratokonus in eine stromale Tasche implantiert werden kann. Die erste zugelassene
Version besteht aus einem planar geformten Lentikel mit einem Durchmesser von 7,7 mm. Er
wird aus dem anterioren Teil der Schweinehornhaut gewonnen und im Rahmen eines
mehrschrittigen Bearbeitungsprozesses zunachst dezellularisiert, um unerwinschte Antigene
und Epitope zu eliminieren und das Risiko einer Immunreaktion zu minimieren. Anschlie3end
erfolgt eine Kompression auf ca. 80 um Dicke und ein intensives aktinisches Crosslinking, bei
dem die Kollagenfasern quervernetzt werden, was zu einer Versteifung und somit erhdhten
Festigkeit des Lentikels fuhrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die XENIA Lentikel weiterfihrend im Hinblick auf ihre
biomechanischen Eigenschaften zu untersuchen und mit nativen Lentikeln aus humanen und
porzinen Hornhauten zu vergleichen. Hierzu wurden zum einen Zugversuche mittels uniaxialer
Spannungs-Dehnungs-Messung durchgefihrt. Die Lentikel wurden in 5 mm breite Streifen
zugeschnitten und diese anschlieend nach Anwendung einer Vorkraft von 10 Kilopascal (kPa)
in einem physiologisch relevanten Bereich bis 19 % mit einer Materialprifmaschine gedehnt
und die korrespondierende Spannung detektiert. Zum anderen wurde die Resistenz der Lentikel
gegeniber proteolytischen Enzymen untersucht. Die Lentikel wurden nach Einfarbung mit
Trypanblau in Kollagenasel6sung (c = 0,1 U/ ml) gelegt und anschlief3end die Flachenreduktion
durch den enzymatischen Verdau Uber 20 Tage fotografisch dokumentiert. Die Spannungs-
Dehnungs-Messungen zeigten, dass die XENIA Lentikel im untersuchten Dehnungsbereich in
etwa 9 — 23,5-fach erhdhte Elastizitdtsmodule gegenlber porzinen und 3,9 — 9,6-fach erhdhte
gegenuber humanen Lentikeln aufweisen. Die Resistenztestung gegentber Kollagenaseldésung
ergab, dass XENIA Lentikel im Beobachtungszeitraum Uber 20 Tage im Gegensatz zu den
Kontrollen signifikant langsamer verdaut wurden und lediglich eine Flachenreduktion von 19,2
% = 13,7 % zeigten, wahrend in den Kontrollgruppen samtliche Proben vollstandig Uber die Zeit
verdaut wurden. Insgesamt zeigten beide Versuchsreihen eine deutlich erhohte
biomechanische Stabilitdt und Resistenz der XENIA Lentikel gegenuber nativem
Kontrollgewebe. Zukiinftig kdnnte die Implantation von xenogenen Lentikeln eine alternative
und weniger invasive operative Therapie fir corneale Einschmelzungen oder fortgeschrittenen
Keratokonus darstellen; hierzu sind jedoch weitere klinische Studien erforderlich.



Abstract

For the surgical treatment of epidemiologically relevant corneal diseases (e.g. keratoconus),
corneal transplantation (keratoplasty) remains to this day the gold standard technique to
ensure long-term visual rehabilitation and a sufficient quality of life. Because of antigenic
mechanisms and the risk of graft rejection, the use of human donor corneal tissue remains
essential for corneal surgery. In order to deal with the global shortage of donor tissue, current
research focuses on the development of artificial and xenogenic tissues, such as decellularized
porcine corneas that have almost unlimited availability and are directly ready for use as
prepared medical products for implantation. Currently, such xenogenic implantations are not
well established in ophthalmology.

Recently, the company Gebauer Medizintechnik GmbH has developed a CE-marked and
MDR-approved xenogenic lenticule (XENIA), which is manufactured from porcine cornea and
can be implanted in stromal pockets of keratoconus corneas. The first approved version
consists of a planar-shaped lenticule with a diameter of 7.7 mm. It is obtained from the anterior
part of the porcine cornea and undergoes a multiple-step manufacturing process. First,
lenticules are decellularized in order to remove antigens and epitopes to minimize the risk of
graft rejection. After that, they are densely compressed to a thickness of 80 microns and
intensively crosslinked by actinic radiation, which increases the stiffness and stability of the
lenticule.

The aim of this work was to further investigate the biomechanical properties of XENIA
lenticules in comparison to native human and porcine corneal lenticules. We performed
uniaxial stress-strain measurements and an enzymatic resistance analysis. The lenticules
were cut into 5 mm wide strips and after application of a prestress of 10 kPa, the corresponding
stress within a physiological strain range up to 19% was detected with a material tester. In
addition, for enzymatic resistance analysis the lenticules were stained with Trypan blue and
placed into collagenase solution (c = 0.1 U / ml). The area reduction over 20 days was
documented by photographs. The stress-strain measurements showed that XENIA lenticules
have 9 — 23.5-fold higher elastic moduli within the examined strain range compared to porcine
lenticules and 3.9 — 9.6-fold higher ones compared to human lenticules. Furthermore, they
demonstrated significantly prolonged digestion times in enzymatic resistance analysis
compared to native control lenticules. During the investigation period of 20 days the XENIA
lenticules showed an area reduction of 19.2 + 13.7 %, whereas all samples of the control
groups were fully digested over time. In summary, both experiments showed a clearly
increased biomechanical stability and resistance of XENIA lenticules compared to native
control tissue. In the future, implantation of xenogenic lenticules could offer an alternative and
less invasive surgical approach for corneal melting or advanced keratoconus; however, further
clinical studies are needed.
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1 Einleitung

1.1 Anatomie und Physiologie der humanen Cornea

Die Cornea ist die klare duldere Schicht des Augenvorderabschnitts und bildet einen Teil der
brechenden Medien des Auges. Ihr Anteil an der Gesamtbrechkraft des Auges betragt ca. 40
— 50 Dioptrien (entsprechend rund 66 - 70 % der Gesamtbrechkraft des Auges, je nach
Individuum und Literaturquelle) [1, 2]. Die Brechung kommt durch den Ubertritt des Lichts von
einem Medium mit geringerem refraktiven Index in ein Medium mit héherem refraktiven Index,
entsprechend der Phasengrenze zwischen Luft und der Hornhaut mit dem Tranenfilm, die
zudem einen hohen Wassergehalt aufweist, sowie der aspharisch gekrimmten
Hornhautoberflache zustande.

Die Abmessungen der Cornea liegen bei 11,5 — 12 mm horizontalem und 9 — 11 mm vertikalem
Durchmesser [2-4], die zentrale Dicke betragt durchschnittlich 540 um mit Zunahme zur
Peripherie hin [3].

Die Hornhaut besitzt einzigartige Gewebeeigenschaften, die fir ihre optische Funktion von
grol3er Bedeutung sind. Neben der Eintrittsstelle fir die optischen Sinneseindricke erflillt sie
eine Schutzfunktion fur das Auge, indem sie eine fur viele Substanzen undurchlassige
mechanische Barriere zwischen Auge und Umwelt bildet [1].

Das corneale Gewebe ist transparent im sichtbaren Lichtspektrum und physiologisch frei von
Blutgefalien, die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung erfolgt zum einen aus dem Tranenfilm,
der die Augenoberflache benetzt, und zum anderen aus dem Kammerwasser in der
Vorderkammer des Auges [2, 3]. Die Hornhaut ist das am dichtesten innervierte Gewebe des
Korpers; die sensiblen Nervenfasern stammen aus dem Ramus nasociliaris des ersten Astes
des Nervus trigeminus [2]. Infolgedessen sind Verletzungen der Cornea auflerst schmerzhaft
fur betroffene Patienten [3].

Mikroskopisch ist die Cornea aus mehreren Schichten aufgebaut. Die duRerste Schicht bildet
das unverhornte mehrschichtige Plattenepithel, welches aus 5 — 6 Zellschichten besteht. Die
Epithelzellen werden standig durch Zellteilungen in den tieferen Schichten und durch Migration
von peripher ersetzt [2].

Es folgt die Bowman’sche Lamelle, die ca. 8 — 14 ym dick ist und aus Kollagenfibrillen besteht,
die eher zufallig ausgerichtet sind. Diese Schicht ist nahezu zellfrei [2].

Mit 90 % nimmt das Stroma den Hauptteil der mikroskopischen Zusammensetzung der Cornea
ein. Es besteht aus 1 — 2 ym dicken Kollagenlamellen (insb. aus Typ-I-Kollagen), die parallel
Ubereinander angeordnet sind. Zwischen den Lamellen befinden sich Fibroblasten
(Keratozyten), die der Kollagensynthese dienen. Die Grundsubstanz bildet extrazellulare
Matrix aus Proteoglykanen (Chondroitinsulfat und Keratansulfat) mit vereinzelten weiteren
Zelltypen (Schwann-Zellen, Lymphozyten, Makrophagen und weitere) [2].

Die Descemet-Membran stellt die Basalmembran der Endothelzellen dar; sie nimmt im Verlauf
des Lebens an Dicke zu [2].

Die letzte Schicht bilden die Endothelzellen der Cornea, die zahlreiche wichtige Funktionen
erflllen. Die Zellen haben eine polygonale Form, ihre Zahl liegt im ersten Lebensmonat bei
ca. 6000, diese nimmt mit fortschreitendem Alter jahrlich um ca. 0,6 % ab [2, 3]. Bei jungen
Erwachsenen betragt die Endothelzelldichte ca. 3000 Zellen / mm?2.



Zusammen mit dem Epithel gewahrleistet das Endothel die Transparenz der Hornhaut, da der
Einstrom von Flussigkeit von anterior in das Hornhautstroma unterbunden wird, die
Hydratation der Cornea stabil bleibt und dadurch die Anordnung und der Abstand der
Kollagenfibrillen und -lamellen konstant gehalten werden. Das Epithel Ubernimmt hierbei eine
Barrierefunktion, wahrend die Endothelzellen in der Lage sind, corneale Gewebsflussigkeit
aktiv in das Kammerwasser zu transportieren (sog. Endothelpumpe) [2].

Da die Endothelzellen sich nicht regenerieren koénnen und es kaum
Kompensationsmechanismen gibt, kann es ab einer Zelldichte von 500 Zellen / mm? zur
Entwicklung eines Hornhautédems mit konsekutiver Eintriibung kommen [3].

1.2 Biomechanik der humanen Cornea

Die Biomechanik ist ein Teilgebiet der Biophysik und beschreibt allgemein die Anwendung
mechanischer Gesetze und Modelle auf biologische Systeme [5].

Vor allem durch die fortschreitende Entwicklung refraktiv-chirurgischer Techniken gewinnt das
Verstandnis der cornealen Biomechanik zunehmend an Bedeutung, da die Vorhersagbarkeit
der cornealen Stabilitédt sehr wichtig ist, um die Eingriffe mit optimalem Ergebnis planen und
durchfuhren zu kdnnen. Auflerdem ist sie von groRRer Relevanz fir die Diagnostik und
Behandlung von Hornhautektasien wie des Keratokonus, bei dem die cornealen Strukturen
geschwacht sind, was mithilfe entsprechender Parameter quantifiziert werden kann [6, 7]. Die
biomechanischen Eigenschaften der Cornea werden im Wesentlichen durch ihre strukturelle
Organisation bestimmt und sind heterogen verteilt. Der gréRte Anteil kommt hierbei dem
Stroma zu, das 90 % der Dicke der Cornea ausmacht. Insbesondere das anteriore Stroma
weist im Vergleich zum mittleren und posterioren Stroma eine um 50 % erhdhte Steifigkeit
bzw. bis zu achtfach erhéhten Elastizitdtsmodul auf [8]. Dies ist vor allem auf das eng
verwobene, mehrfach verzweigte Netzwerk von Kollagenfibrillen, die in die Bowman’sche
Lamelle Ubergehen, zuriickzuflihren [8]. Im mittleren und posterioren Stroma verlaufen die
Fasern hingegen vermehrt parallel zur cornealen Kurvatur in nasal-temporaler und superior-
inferiorer Richtung.

Auch das Patientenalter hat einen entscheidenden Einfluss auf die biomechanischen
Eigenschaften der Cornea. In einer Studie aus dem Jahr 2011 untersuchten Knox Cartwright
et al. die elastischen Eigenschaften der Cornea in Abhangigkeit vom Alter mit einem
Interferometer und ermittelten den Youngschen Modul (Elastizitatsmodul), einen Parameter,
der sich aus dem Verhaltnis von Spannung und Dehnung eines Materials im Zugversuch
errechnen lasst und fur das jeweilige Material konstant ist. Es zeigte sich, dass die corneale
Steifigkeit mit dem Alter zunimmt, der aus der ermittelten Formel berechnete Elastizitatsmodul
lag fUr ein Alter von 20 Jahren bei 0,25 MPa und bei 0,52 MPa bei einem Patientenalter von
100 Jahren [9].

Ursachlich hierfur ist, dass es mit dem Alter zu zunehmender Verdickung und Langenzunahme
der Kollagenfasern kommt. Dies ist zum einen auf die erhéhte Anzahl an Kollagenmolekulen
und die Entstehung von Quervernetzungen, induziert durch Glykierung von freien S-H-
Gruppen, zuruckzufihren. Zum anderen verandert sich der Neigungswinkel der Fasern,
sodass diese an Lange zunehmen. Dies lasst sich in Einklang mit der Beobachtung bringen,



dass jugendliches Alter ein Risikofaktor sowohl fir iatrogene Hornhautektasie als auch fur
Progression eines Keratokonus ist und die Inzidenz mit steigendem Alter abnimmt.

Bei der Messung der biomechanischen Eigenschaften muss zwischen in vivo- und ex vivo-
Methoden unterschieden werden [10]. Fur die ex vivo-Untersuchung eignet sich ein
klassischer Zugversuch im Sinne einer Spannungs-Dehnungs-Messung, bei der
zugeschnittene corneale Streifen gedehnt werden und die korrespondierende Spannung
aufgezeichnet wird. Vorteil dieser Messmethode ist, dass verschiedene Belastungsmuster
moglich sind, wie z.B. Spannungsgleichgewicht oder dynamische viskoelastische Analysen.
Allerdings besteht ein Nachteil darin, dass durch das Zuschneiden von Streifen die
Ausrichtung der Kollagenfibrillen verandert bzw. unterbrochen wird, auferdem muss eine
konstante Feuchtigkeit herrschen, um eine gleichmaRige Hydratation zu gewahrleisten. Auch
der untersuchte Bereich der Dehnung befindet sich meist aulRerhalb des physiologischen
Bereichs. Es ist letztendlich daher nicht mdglich, exakte Bedingungen wie in vivo herzustellen,
sodass Abweichungen vom physiologischen Zustand toleriert werden missen [10].

Far die in vivo-Messung stehen verschiedene Methoden zur Verfigung. Gangige Gerate wie
der Ocular Response Analyzer (ORA) oder die Dynamische Scheimpflug-Technologie (DST)
arbeiten beispielsweise applanatorisch mit einer luftstoRbasierten Verformung der Cornea, die
mittels einer hochauflésenden Kamera untersucht wird. Optisch basierte Verfahren wie die
Brillouin-Mikroskopie kdénnen zudem eine 3D-Darstellung der cornealen Steifigkeit liefern.
Nachteile der in vivo-Messung sind jedoch insbesondere bei den applanatorischen Verfahren
die geringe raumliche Auflosung sowie die Abhangigkeit von Parametern wie dem
Augeninnendruck (IOP), der zentralen cornealen Dicke oder Augenbewegungen, die die
Messergebnisse verzerren kénnen [11]. Zudem lassen sich in vivo bestimmte Parameter nicht
exakt in konkrete physikalische GroRen (bspw. Elastizititsmodul) Ubersetzen [12]. Bislang
existiert keine Technologie, die man als ,Goldstandard“ flir biomechanische Messungen
ansehen konnte [11].

1.3 Keratokonus
1.3.1 Atiologie und Epidemiologie

Der Keratokonus ist ein Krankheitsbild, welches den sog. Hornhautektasien zugeordnet ist und
in dieser Erkrankungsgruppe die wichtigste Entitat darstellt.

Hornhautektasien beschreiben allgemein progressive, nicht-entztindliche Wolbungsanomalien
der Hornhaut, die zu Einbufien der optischen Abbildungsqualitat des Auges fihren und von
den Hornhautdystrophien abgegrenzt werden [13].

Epidemiologisch belauft sich die Pravalenz in der westlichen Welt auf 1 / 2000 Patienten [1,
14], jedoch zeigen sich regionale Unterschiede mit Schwerpunkt in den Landern des Nahen
und Mittleren Ostens. Anhand einer norwegischen Population konnten Kristianslund et al.
(2021) zeigen, dass die Pravalenz in der dortigen Gesamtbevdlkerung bei ca. 0,19 % liegt,
weitere Studien aus den Niederlanden und Australien fanden Werte von 0,27 % bis hin zu 1,2
% bei 20-Jahrigen [15, 16]. Fir den Nahen Osten konnten Torres Netto et al. in einem
padiatrischen Patientenkollektiv zwischen 6 und 21 Jahren eine Pravalenz von nahezu 5 %
nachweisen [17]. Der Keratokonus ist somit als relevantes Krankheitsbild anzusehen, welches
vermutlich unterdiagnostiziert ist [18].



Die Atiologie betreffend gab es in der Vergangenheit bereits zahlreiche Untersuchungen mit
verschiedenen Erklarungsansatzen, jedoch bleibt die genaue Ursache fur die Entwicklung
eines Keratokonus bislang unklar. Es konnten aber einige Risikofaktoren identifiziert werden.
Hierzu zahlen insbesondere das haufige Reiben der Augen sowie Atopie [19, 20]. Zwar tritt
die Erkrankung in den meisten Fallen sporadisch auf, dennoch konnten in der Vergangenheit
familiare Haufungen in ca. 6 — 10 % aller Falle beobachtet werden [21]. Weiterhin sind
zahlreiche syndromale Erkrankungen bekannt, in deren Zusammenhang vermehrt ein
Keratokonus auftritt. Als wichtige Entitat ist das Down-Syndrom zu nennen. Hier liegt die
Pravalenz um den Faktor 10 — 300 hoher. Dieser Trend konnte durch Kristianslund et al. (2021)
bestatigt werden [21, 22]. Aber auch zahlreiche andere okuldre Krankheitsbilder stehen in
Verbindung mit dem Keratokonus [21].

Vermutet wird eine komplexe Wechselwirkung zwischen genetischen und Umweltfaktoren. Der
jeweilige Anteil an der Pathogenese bleibt aber unklar und scheint nach bisherigen
Erkenntnissen variabel zu sein [19]. Zudem erscheint denkbar, dass ein Umweltfaktor bei
genetisch pradisponierten Personen fur die letztendliche Ausbildung des Keratokonus
verantwortlich ist [20].

1.3.2 Pathogenese und klinische Prasentation

Der Keratokonus ist eine progressive Erkrankung der Hornhaut, die durch zentrale oder
parazentrale Verdinnung des Hornhautstromas sowie konsekutiver Protrusion in Form eines
Konus gekennzeichnet ist [3]. Es wird angenommen, dass die stromale Verdinnung durch
einen verstarkten Kollagenabbau infolge gesteigerter Aktivitat proteolytischer Enzyme
(vornehmlich Matrixmetalloproteinasen wie MMP-9) [23] hervorgerufen wird, wahrend
entsprechende Inhibitoren vermindert aktiv sind [1]. Gleichzeitig sind Proteine, die fur die
Organisation des Kollagengerusts wichtig sind, wie Decorin und Keratocan, hochreguliert [24].
Critchfield et al. konnten bereits 1988 nachweisen, dass der Kollagengehalt in Corneae mit
Keratokonus reduziert ist. Strukturell zeigt sich zudem eine herabgesetzte
Kollagenlamellenzahl in den betroffenen Regionen sowie Briiche der Bowman’schen Lamelle
[25].

Die Erkrankung beginnt zumeist in der Pubertat und schreitet oft bis zur vierten Lebensdekade
fort; dann tritt im Regelfall eine Stabilisierung ein [1, 20]. Typisch ist ein einseitiger Beginn, der
sich zunachst asymptomatisch oder mit Sehverschlechterung prasentiert [3]. Im weiteren
Verlauf sind innerhalb von 16 Jahren in 50 % der Falle beide Augen betroffen, jedoch haufig
asymmetrisch [3]. Bei Progredienz kommt es zu zunehmender Myopie, irregularem
Astigmatismus und in weit fortgeschrittenen Stadien zu cornealer Vernarbung [20]. Die
Patienten erblinden trotz stark reduzierter Sehscharfe zwar nie [21], sind in ihrer
Lebensqualitat jedoch stark eingeschrankt, insbesondere bei alltaglichen Aktivitaten [26].

Die Erstvorstellung in der Klinik erfolgt meist aufgrund von Visusminderung und haufigen
Refraktionsanderungen [1].

1.3.3 Diagnostik

Initial prasentieren sich die Patienten zumeist mit einer einseitigen Visusminderung mit
verschwommenem Sehen und klagen Uber Blendempfindlichkeit, Halos, reduzierte



Kontrastempfindlichkeit oder Doppelbilder. Insbesondere kommt es zu Einschrankungen unter
schlechten Lichtbedingungen mit einer grofden Pupille wie zum Beispiel bei nachtlichen
Autofahrten. Diese Befunde sind in der Refraktionsuntersuchung mit einem zunehmenden
Astigmatismus korreliert [27]. Im Rahmen der Spaltlampenuntersuchung wird zwischen frihen
und spaten Zeichen unterschieden. Frihzeichen sind u.a. epitheliale Eisenablagerungen um
die Konusbasis (Fleischer-Ring), zentrale und parazentrale Stromaverdinnung, sowie eine
posteriore Protrusion. Spatzeichen zeigen sich in Form von sehr feinen, vertikalen, tiefen
Stroma- und Descemetlinien (sog. Vogt-Linien) sowie einer Ausbuchtung des Unterlids bei
Blick nach unten (Munson-Zeichen). Gelegentlich kann auch ein Hydrops corneae durch
Ruptur der Descemet-Membran beobachtet werden. Hierbei kommt es zu einem schnellen
Einstrom von Kammerwasser in die Hornhaut, dieser aufert sich symptomatisch in
Schmerzen, Photophobie und akut reduziertem Visus [3]. In weit fortgeschrittenen Stadien tritt
Narbenbildung auf.

Weitere klinische Zeichen sind ein ,Oltropfen“-Reflex (Oil droplet sign [21]) in der direkten
Ophthalmoskopie [3] und das Rizzuti-Phdnomen, bei dem es sich um eine scharfe
Lichtreflexion der nasalen Cornea bei Beleuchtung von temporal handelt.

Quantifiziert werden kann das Ausmal} bzw. das Stadium der Erkrankung nur mittels
Keratometrie und Hornhauttopographie/-tomographie. Die Stadieneinteilung beim
Keratokonus erfolgte friiher nach Amsler-Krumeich (AK), diese wurde mittlerweile jedoch
durch die sog. ABCD-Klassifikation abgelost. Als Kriterien der AK-Klassifikation werden die
Refraktion, die zentrale Keratometrie, das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit cornealer
Narben sowie die zentrale Hornhautdicke herangezogen [28]. Die Erkrankung wird hierbei in
die Stadien 1 (mild) bis 4 (schwer) unterteilt. Der gréte Nachteil der AK-Klassifikation besteht
darin, dass sie nur Veranderungen der anterioren cornealen Flache berlcksichtigt, wahrend
die posteriore Flache bislang diagnostisch nicht herangezogen wurde. Die ABCD-
Klassifikation nach Belin und Duncan (2016) ist an die AK-Klassifikation angelehnt und
bericksichtigt als weitere Parameter zusatzlich zum anterioren Krimmungsradius (A) die
posterioren cornealen Krimmungsradien (B) sowie die minimale corneale Dicke (C) und den
korrigierten Fernvisus (CDVA, D). Diese Klassifikation besteht nunmehr aus insgesamt 5
Stadien (0-4) und spiegelt laut den Autoren die anatomischen Veranderungen beim
Keratokonus besser wider als die AK-Klassifikation [28]. Die ABCD-Klassifikation wurde
bereits in die OCULUS Pentacam® integriert und dient auch zur Feststellung der Progression
[29].

1.3.4 Therapie

Bei der Therapie des Keratokonus wird zwischen kausalen MaRnahmen, die die Progression
der Erkrankung beeinflussen, und solchen, die die visuelle Rehabilitation férdern,
unterschieden. Alle therapeutischen Optionen sind hierbei abhangig vom jeweiligen
Krankheitsstadium. Wahrend ohne Progression keine kausalen MaRnahmen erforderlich sind,
kommen bei progredientem Keratokonus Verfahren wie das UV-A-Riboflavin-Crosslinking und
verschiedene Keratoplastik-Techniken zum Einsatz. Optionen zur Visusrehabilitation sind
abhangig vom Stadium der Erkrankung. Bei friihen Stadien wird meist eine gute Sehschéarfe
durch Brillenglaser erreicht. Bei moderaten und fortgeschrittenen Stadien kommen harte und



sklerale Kontaktlinsen zum Einsatz. Nur wenn Kontaktlinsen nicht vertragen werden oder bei
weit fortgeschrittenen Stadien kommen chirurgische Ansatze wie eine Topographie- oder
Wellenfront-gefiihrte photorefraktive Keratektomie (PRK), Corneale Allogene Intrastromale
Ringsegmente (CAIRS) oder die verschiedenen Keratoplastik-Techniken zum Zug.

UV-A-Riboflavin-Crosslinking (CXL)

Das UV-A-Riboflavin Crosslinking (CXL) ist ein Therapieverfahren fir den Keratokonus,
welches 1996 von Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Theo Seiler erstmals in die Augenheilkunde
eingefuhrt wurde und mittlerweile einen hohen Stellenwert in der Behandlung, insbesondere
der Progression der Erkrankung, einnimmt [30, 31]. Allgemein ist das Crosslinking ein in der
Polymerindustrie seit langerem bekanntes und angewendetes Verfahren, das eingesetzt wird,
um verschiedene Materialien zu harten [32]. Aber auch in der Medizin gibt es weitere
Anwendungen, beispielsweise bei der Herstellung biologischer Herzklappen [33]. 1997
konnten Spoerl et al. an Schweineaugen zeigen, dass die Induktion von
Crosslinks/Vernetzungen in cornealem Gewebe grundsatzlich mdglich ist [30]. Die erste Studie
an 22 Patienten wurde von Wollensak, Spoerl und Seiler an der TU Dresden durchgefiihrt und
fuhrte zur Entwicklung eines Standard-Behandlungsprotokolls, was nach dem Ort der Studie
bis heute als ,Dresden-Protokoll“ bekannt ist [34].

Es setzt sich aus nachfolgenden Schritten zusammen: Zuerst wird das Auge mit
lokalanasthetischen Tropfen betaubt und anschlieRend das Epithel mechanisch entfernt. Als
photochemischer Aktivator dient 0,1 % Riboflavin-5-Monophosphat, welches fur 10 bis 30
Minuten vor und im weiteren Verlauf wahrend der Behandlung auf die Hornhaut getropft wird.
Die eigentliche Crosslinking-Prozedur besteht aus Bestrahlung mit UV-A-Strahlung fir 30 min
mit einer Energiedichte von 3 mW / cm? (= 5,4 J / cm?).

Die wichtigste Erkenntnis der prospektiven Studie mit einem durchschnittlichen Follow-up von
23,2 £ 12,9 Monaten war, dass die Progression des Keratokonus in allen untersuchten Augen
gestoppt werden konnte, die Hornhaut also quasi ,eingefroren wurde. 70 % der Patienten
zeigten sogar eine Regression mit verbesserten Keratometriewerten um rund 2 dpt [34].

Das CXL fuhrt zur biomechanischen Stabilisierung und Verfestigung der Hornhaut, was bereits
in vorangegangenen Experimenten an Schweine- und Kaninchenhornhauten gezeigt werden
konnte [30, 35, 36]. Bezliglich des visuellen Outcomes bleibt die Sehscharfe bei den meisten
Patienten konstant oder verbessert sich leicht um 1 - 2 Snellen-Linien. Bei Corneae mit
maximalen Keratometriewerten von mehr als 58 dpt konnte kein Vorteil der Behandlung in
Hinblick auf den unkorrigierten Visus (UCVA) und Kkorrigierten Fernvisus (CDVA)
nachgewiesen werden [37]. 2015 wurden die positiven Langzeiteffekte des CXL in einer 10-
Jahres-Follow-up-Studie von der TU Dresden prasentiert, an 34 Augen von insgesamt 24
Patienten reduzierte sich der Kmax-Wert von 61,5 auf 55,3 Dioptrien, der CDVA verbesserte
sich ebenfalls signifikant um 0,14 logMAR. Zudem blieb die Endothelzellzahl stabil [38].
Hagem et al. untersuchten zudem in einer Langzeitstudie Uber 15 Jahre die Zahl der
Keratoplastiken aufgrund von Keratokonus vor und nach der Einfuhrung des CXL am
Universitatskrankenhaus Oslo, Norwegen, in den Zeitrdumen 2005 — 2006 und 2021 — 2022.
Diese konnte im Vergleich signifikant von 55 auf 11 reduziert werden, da durch das CXL
weniger Patienten eine Progredienz zu hoheren Stadien erfahren, die eine
Hornhauttransplantation erforderlich machen [39]. Ahnliche Ergebnisse zeigen Daten aus den
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Niederlanden mit einem Rickgang von 25 % der Hornhauttransplantationen drei Jahre nach
Einfuhrung des CXL verglichen mit einem 3-Jahres-Zeitraum vor Einfuhrung des CXL [40].
Weiterentwicklungen des Dresden-Protokolls sind u.a. das akzelerierte Crosslinking (A-CXL),
bei denen die Prozedur durch die Anwendung hoherer Energiedichten verkurzt wird (bspw. 9
— 12 mW /cm?fir 9 — 10 min oder 30 mW / cm? fir 3 min). Metaanalysen zu den akzelerierten
Protokollen ergaben eine generell vergleichbare Effizienz und Sicherheit verglichen mit dem
Dresden-Protokoll, jedoch schlechtere Outcomes hinsichtlich CDVA, Abflachung der Cornea
[41, 42] und der Tiefe der Demarkationslinie. Zudem kann das CXL mittlerweile auch
Topographie-gefuihrt durchgefihrt werden und somit hdéhere Energiedichten an den am
starksten betroffenen Stellen der Cornea appliziert werden (sog. Customized CXL) [43]. Seiler
et al. konnten 2016 in einer prospektiven Studie an 40 Augen zeigen, dass innerhalb eines
Jahres in der Customized-CXL-Gruppe mehr Augen eine Abflachung von > 2 dpt zeigten und
der Regularisierungsindex héher war als in der Kontrollgruppe mit Standard CXL [44]. Zu
diesem noch recht neuen Ansatz laufen derzeit zudem weitere multizentrische Studien (z.B.
C-Cross Studie).

Technisch gesehen ist CXL ein einfach durchzufiihrendes Verfahren, welches neben dem
Keratokonus flir weitere Indikationen mit guten Ergebnissen bzgl. Keratometrie und Visus
angewendet werden kann, wie bspw. corneale Ektasie nach refraktiver Chirurgie, was 2017 in
einer multizentrischen Studie an 179 Patienten in den USA gezeigt werden konnte [45]. Fur
die pelluzide marginale Degeneration und infektidse Keratitis liegen nur Kkleinere
Beobachtungsstudien vor, sodass der endgiiltige Stellenwert hier noch nicht abschlieRend
bewertet werden kann [46].

Keratoplastik

Die Keratoplastik (Hornhauttransplantation) ist einer der wichtigsten hornhautchirurgischen
Eingriffe und kommt bei zahlreichen Indikationen zum Einsatz, zu denen auch der
fortgeschrittene Keratokonus zahlt.

Generell mussen bei der Keratoplastik verschiedene Techniken unterschieden werden. Bei
der Therapie eines fortgeschrittenen Keratokonus kommen im Wesentlichen die sog.
Perforierende Keratoplastik (PKP) und die Tiefe anteriore lamellare Keratoplastik (Deep
anterior lamellar keratoplasty, DALK) zum Einsatz. Uber Jahrzehnte stellte die PKP den
Goldstandard der chirurgischen Keratokonusbehandlung dar [47, 48], der Trend bewegt sich
aber zunehmend in Richtung DALK, die mittlerweile 10 — 20 % aller Transplantationen mit
Indikation Keratokonus ausmacht und sogar 30 %, wenn man Augen mit vorangegangenem
Hydrops ausschlieldt [48, 49]. Beide Keratoplastiken werden bei fortgeschrittenem
Keratokonus im Stadium der Narbenbildung angewendet, um diesen kausal zu behandeln,
jedoch existieren in der Literatur deutliche Hinweise darauf, dass beide Techniken die
Progression der Erkrankung in einem Teil der Falle nicht ausreichend verhindern kdnnen, da
trotz des zentralen cornealen Ersatzes Teile der erkrankten Cornea verbleiben und die
Konusbildung im Empfanger bzw. am Interface weiter voranschreiten kann [48]. Ca. 10 % aller
mit PKP behandelten Augen zeigen nach 20 Jahren Rezidive, davon erste morphologische
Veranderungen bereits nach 10 Jahren [50].

Nichtsdestoweniger bleibt die Keratoplastik in fortgeschrittenen Stadien mit Narbenbildung,
schlechtem praoperativen Visus und bei Kontraindikationen, sowie nicht befriedigenden
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Ergebnissen nach CXL die einzige kausale Therapiemdglichkeit. Hierbei soll aber auch darauf
hingewiesen werden, dass nach einer Keratoplastik die visuelle Rehabilitation ebenfalls nicht
trivial ist. Diese erfolgt ebenfalls mittels Brillenglasern, formstabilen Kontaktlinsen,
Topographie- oder Wellenfront-gefuhrten Excimerlaserbehandlungen, astigmatischen
Keratotomien oder einer allenfalls erneuten Keratoplastik [51].

Perforierende Keratoplastik (PKP)

Diese Technik ist vor allem bei einem stattgehabten Hydrops corneae, also einer Ruptur der
Descemet-Membran angezeigt, da hier eine DALK nicht mehr durchfuhrbar ist. Bei der
perforierenden Keratoplastik wird die gesamte Cornea durch gesundes Spendergewebe
ersetzt. Wichtige andere Indikation sind neben dem Keratokonus durchgreifende
Vernarbungen der Hornhaut [3].

Ein Altersmatching von Spender und Empfanger wird zumeist angestrebt, ein HLA-Matching
hat sich im klinischen Alltag als nicht vorteilhaft herausgestellt [52].

Die Operation wird meist in Vollnarkose durchgefiihrt. Bei der PKP werden in der Regel
Transplantate mit ca. 7 — 8 mm Durchmesser verwendet, um das krankhafte zentrale Gewebe
zu ersetzen, eine klare zentrale Optik zu erhalten und nicht zu viel Hornhautverkrimmung
nach der Operation zu erhalten. Der Durchmesser sollte aber nicht zu grof3 gewahlt werden,
um das Risiko einer Immunreaktion durch ausreichenden Abstand vom Limbus andererseits
Zzu minimieren [1].

Zunachst wird in der Regel mit einem mechanischen Punch die Spenderhornhaut ausgestanzt,
wobei der Durchmesser meistens ein wenig groier gewahlt ist als die vorgesehene Offnung
der Empfangerhornhaut [3]. Anschlieend erfolgt die Exzision der Empfangerhornhaut mit
einem mechanischen Trepan. In den letzten Jahren erfolgte die Exzision der Spender- wie
auch der Empfangerhornhaut auch vermehrt mittels Excimer- und Femtosekundenlaser-
Systemen. Anschlielend wird die Spenderhornhaut entweder mittels Einzelknipfnahten oder
mittels fortlaufenden Nylonnahten in der Empfangerhornhaut fixiert, welche nach rund 1,5
Jahren entfernt werden kénnen. Postoperativ ist eine Versorgung mit topischen Steroiden (z.B.
Dexamethason) indiziert. Die wichtigste Komplikation der PKP stellen eine Immunreaktion
oder ein primares Transplantatversagen dar [3].

Tiefe anteriore lamelldare Keratoplastik (DALK)

Bei der DALK wird im Gegensatz zur PKP lediglich das Hornhautstroma des Empfangers
entfernt. Die Descemet-Membran und das Endothel des Empfangers bleiben aber erhalten.
Bei der Spendercornea werden analog Descemet-Membran und Endothel abprapariert. Anwar
und Teichmann prasentieten 2002 eine Dissektionsmethode, die sog. ,Big-Bubble
Technique®. Nach partieller Trepanation wird das anteriore Stromadrittel manuell abprapariert
und Luft oder eine Flussigkeit Uber einen angelegten Stromatunnel injiziert, um die Descemet-
Membran vom hinteren Stroma zu trennen. Mit einem Spatel werden die darliberliegenden
Stromaschichten separiert und entfernt [53]. Alternativ gibt es auch die Technik mittels
manueller Dissektion auf die Descemet-Membran nach Melles. In den letzten Jahren ist auch
die Mdglichkeit dazu gekommen, den Tunnel OCT-gefuhrt mittels Femtosekundenlaser zu
erstellen [54]. Die Fixierung des Transplantates erfolgt wie bei der PKP mit Einzelknlpf- oder



fortlaufenden Nylonnahten, die Nachbehandlung ist ebenfalls gleich, allerdings kdnnen
weniger starke Glucocorticoide verwendet werden [3]. Weitere Vorteile der DALK gegentber
der PKP bestehen in einer geringeren Rate von Immunreaktionen, weniger
Endothelzellverlust, langerer Transplantathaltbarkeit sowie weniger intra- und postoperativen
Komplikationen wie Katarakt- und Glaukomentwicklung [47, 48]. Technisch ist sie jedoch
anspruchsvoller durchzuftihren [1, 3, 47]. Bei der DALK sind Immunreaktionen aufgrund des
nicht transplantierten Endothels deutlich seltener, es kann dennoch zu epithelialer,
subepithelialer und stromaler Immunreaktion kommen [3].

Bezlglich des visuellen Outcomes ist die DALK als gleichwertig zur PKP anzusehen; in Fallen
in denen die DALK der PKP unterlegen ist, wird dies zumeist auf eine unvollstandige
Dissektion der Descemet-Membran vom Stroma zurtickgefuhrt, bei derartigen DALKSs sind die
visuellen Ergebnisse generell schlechter [48].

1.3.5 Visuelle Rehabilitation

Brille / Kontaktlinsen

Die visuelle Rehabilitation stellt einen entscheidenden Faktor bei der Wiederherstellung bzw.
Verbesserung der Lebensqualitdt von Keratokonus-Patienten dar. Es stehen verschiedene
Verfahren zur Verfigung, darunter der Einsatz von Brillen(glasern), verschiedene
Kontaktlinsentypen, der Einsatz von Implantaten und die photorefraktive Keratektomie (PRK),
auf die in einem separaten Abschnitt ndher eingegangen wird. Besonders in friihen
Krankheitsstadien eignen sich Brillenglaser, um einen reguldaren Astigmatismus
auszugleichen, da die corneale Oberflache noch nicht so unregelmaRig ist und der irregulare
Astigmatismus im Regelfall noch keine hohe Relevanz besitzt [55]. Sobald ein hdherer
irregularer Astigmatismus auftritt, kommen Kontaktlinsen zum Einsatz. Diese sind in ihrem
Korrekturpotenzial Brillenglasern Uberlegen und stellen in 90 % der Patienten das Verfahren
der Wahl zur visuellen Rehabilitation dar [21], jedoch konnte eine multizentrische Studie mit
1209 Patienten zeigen, dass 64 % aller Patienten Brillenglaser als Erganzung zu Kontaktlinsen
verwenden [56]. Bei den Kontaktlinsen wird zwischen weichen und formstabilen Linsen
unterschieden. Weiche Kontaktlinsen bieten den Vorteil eines relativ hohen Tragekomforts und
sind zudem preisgunstiger, sie sind jedoch nicht geeignet, um irregularen Astigmatismus
wirkungsvoll zu korrigieren, sodass formstabile Kontaktlinsen erforderlich werden, um die
corneale Oberflache zu regularisieren. Formstabile Kontaktlinsen ersetzen die irregulare
Hornhautoberflache durch eine neue, regulare optische Oberflache, die den Astigmatismus
der Hornhautvorderflache maskiert. Dennoch kdnnen geringe Abbildungsfehler hoéherer
Ordnung bestehen bleiben (vornehmlich von der Ruickflache der Hornhaut), die weitere
MafRnahmen erfordern [57].

Eine weitere Moglichkeit bei fortgeschrittenem Keratokonus besteht in der Anwendung
skleraler Linsen, die in den 1980er Jahren erstmals eingeflihrt wurden. Diese Uberspannen
die gesamte Cornea inklusive des Limbus und liegen dem Limbus bzw. der Konjunktiva auf,
die Uber der Sklera liegt. Im Rahmen einer belgischen klinisch-prospektiven Studie,
durchgefuhrt in den Jahren von 2010 — 2014, konnte gezeigt werden, dass sklerale Linsen bei
sehr steilen Corneae mit Keratometriewerten = 70 dpt signifikant den Anteil an erforderlichen
Keratoplastiken im Zeitverlauf von 5 Jahren reduzieren [58]. Vermutet wird hier aber nicht ein



Stopp der Progression, sondern lediglich eine zufriedenstellende optische Rehabilitation bei
stabiler Ektasie. Der Einsatz von Kontaktlinsen kann auch nach Keratoplastik erforderlich sein,
da viele Patienten bezlglich des visuellen Outcomes hiervon profitieren. Eine
Herausforderung bleibt die Kontaktlinsentoleranz nach chirurgischen Eingriffen wie DALK oder
PKP. In der Regel wird diese durch die Operation zwar verbessert, jedoch verbleibt nach
Keratoplastik ein Prozentsatz von ca. 13 % an Patienten, die weiterhin keine Kontaktlinsen
tolerieren [59].

Eine einheitliche Definition flr die Zeitdauer, ab der von Kontaktlinsentoleranz gesprochen
werden kann, existiert bislang nicht [48].

PRK

Die PRK ist das alteste Verfahren der refraktiven Laserbehandlungen und wird vornehmlich
zur Korrektur einer Myopie oder eines myopen Astigmatismus eingesetzt, bei denen eine
LASIK (Laser-in-situ-Keratomileusis) oder KLEx (Keratorefraktive Lentikel Extraktion)
kontraindiziert ist.

Das Hornhautepithel wird mechanisch mit einem Hornhautschaber, einer Blrste oder mittels
Excimerlaser entfernt. AnschlieBend wird das freigelegte Stroma mit einem Excimerlaser
abgetragen. Das Verfahren ist kostenginstig und wird seit langer Zeit angewendet [2]. Die
PRK kann Refraktions-gefuhrt aber auch Wellenfront-gefiihrt oder Topographie-gefiihrt zur
Korrektur von Irregularitaten durchgeflihrt werden; zumeist wird in der Behandlung des
Keratokonus die Topographie-gestiitzte PRK angewendet.

Die PRK galt bei vorliegendem Keratokonus Uber lange Zeit als kontraindiziert, es wurden aber
Versuche unternommen, den bestehenden Astigmatismus zu verbessern [55].

Eine Studie an 119 Augen mit Keratokonus Grad 1 — 2 nach Amsler-Krumeich konnte zeigen,
dass die Refraktions-gefiihrte PRK refraktive Fehler reduzieren und die Sehscharfe
verbessern kann. 98,3 % der Augen zeigten nach 5 Jahren keine Progression [60].

Neuere Studien kombinieren meist eine Wellenfront-gefliihrte oder Topographie-gefiihrte PRK
mit einem CXL, um einerseits die Fehler hdherer Ordnung und andererseits die Senkung der
Progressionsrate weiter zu optimieren. Diese Kombinationstherapie wird zumeist gemal dem
Athen-Protokoll nach Kanellopoulos durchgefiihrt [61]. Mehrere Studien zeigten, dass sich
gleich mehrere klinische Parameter, darunter UCVA; CDVA sowie Kmax, verbesserten und eine
Stabilisierung des Konus in einem Follow-up von 12 — 24 Monaten auftrat [62]. Im 10-Jahres
Verlauf bleiben die Befunde stabil und verbessern sich nach einem Jahr nur noch geringfligig
[61]. Andere Studien zeigten aber auch eine vermehrte Narben- bzw. Hazebildung der Cornea
bei kombinierten Eingriffen [63].
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1.3.6 Intracorneale Implantate

Intracorneale Ringsegmente (ICRS)

Es gibt bereits seit einigen Jahrzehnten Ansatze durch intrastromale Implantate bzw. additive
Techniken die Konusform beim Keratokonus abzuflachen und die Optik der Cornea zu
verbessern. Die Grunduberlegung besteht darin, durch das Hinzufiigen von Material oder
Gewebe am Rand der Cornea eine Abflachung des Konus zu erzielen. Dies kann durch das
Barraquer-Dicken-Gesetz modelliert werden, welches der Ophthalmologe José Barraquer
1966 aufstellte [2, 64].

Die erste Implantation eines 360° Ringsegments zur Korrektur von Myopie wurde 1978 von
Reynolds durchgefiihrt; Colin fihrte Ringsegmente zur Behandlung des Keratokonus im Jahr
2000 ein [65, 66].

Alle derzeit auf dem Markt verfigbaren Implantate besitzen eine Ringstruktur und bestehen
entweder aus einem vollstdndigen Ring oder aus Segmenten (ICRS). Sie werden aus
Polymethylmethacrylat (PMMA) hergestellt und unterscheiden sich in Durchmesser,
Bogenlange, Querschnitt und Dicke [2].

Aktuell etablierte Implantate sind Intacs / Intacs SK, Keraring, Ferrara-Ring (Ferrara
Ophthalmics) und Cornealring (Visiontech Medical Optics).

Die Implantation erfolgt Uber corneale Tunnel, die entweder mechanisch oder mit einem
Femtosekundenlaser erzeugt werden koénnen [67], wobei man heutzutage aufgrund der
erhohten Prazision und Sicherheit mittels Laser mechanisch erstellte Tunnel verlassen hat. Mit
dem Femtosekundenlaser kénnen beide Schritte mit hoher Prazision durchgefihrt werden,
sodass keine oder allenfalls minimale mechanische Manipulationen am Auge vorgenommen
werden missen. Postoperativ befinden sich die Ringsegmente zwischen den
Kollagenlamellen. Sowohl die mechanische als auch die lasergestitzte Variante haben sich in
mehreren Studien als optisch rehabilitierend erwiesen [65]. Es konnte aulerdem gezeigt
werden, dass die Implantation von ICRS zu einer signifikanten cornealen Abflachung flihrt.
Bezlglich der Visusergebnisse ergab eine multizentrische retrospektive Studie an 611 Augen
von Vega-Estrada et al. (2013), dass 6 Monate postoperativ 37,9 % der Patienten mit einem
guten praoperativen Visus (CDVA 2 0,6) um 2 1 Linie scharfer sehen konnten, wahrend bei
schlechtem praoperativem Visus (CDVA < 0,4) 82,8 % eine Verbesserung = 1 Linie zeigten
[68]. In einer kleineren Patientengruppe (42 Augen mit moderatem bis fortgeschrittenem
Keratokonus) von Torquetti et al. (2021) erreichten 45,2 % nach Implantation eines 300° ICRS
sogar eine Visusverbesserung um = 2 Linien [69]. Auch die Toleranz gegenuber Kontaktlinsen
ist postoperativ verbessert [65]. Allerdings sind ICRS nicht in der Lage die Progression des
Keratokonus zu stoppen [70]. Auch kdnnen zur visuellen Rehabilitation weiterhin eine Brille
oder Kontaktlinsen erforderlich sein [2].

Die wichtigste Komplikation der ICRS ist die Explantationsrate aufgrund von Dislokation, die
in einer Studie von Kanellopoulos et al. aus dem Jahr 2006 bei 35 % lag, aber stark variabel
ist [48, 71]. Weitere mogliche Komplikationen kdnnen in Form von Epitheldefekten, cornealer
Hazebildung, sowie infektidser Keratitis entlang des Tunnels mit cornealer Einschmelzung
auftreten [65].

Die Hauptvorteile der ICRS gegentber einer PKP bestehen zum einen darin, dass die Technik
minimalinvasiv und zudem reversibel ist, sodass ggf. im weiteren Verlauf eine notwendige
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Keratoplastik durchgefihrt werden kann [48, 65]. Zum anderen gibt es kein Risiko einer
Immunreaktion.

Corneale Allogene Intrastromale Ringsegmente (CAIRS)

Als Alternative zu den bereits erwahnten intracornealen Implantaten aus synthetischem
Material haben Jacob et al. 2015 erstmals intrastromale Ringsegmente aus
Spenderhornhduten (CAIRS) implantiert und die Operationstechnik 2018 anhand von 20
Keratokonus-Patienten (24 Augen) im Stadium 1 — 4 publiziert [72]. Um CAIRS zu generieren,
werden die Spenderhornhaute zunachst auf eine kuinstliche Vorderkammer aufgebracht. Nach
Entfernung des Epithels wird mittels eines Spezialmessers mit zwei Klingen ein Ring aus dem
Hornhautstroma ausgestanzt. AnschlieRend wird der Ring halbiert, um zwei Segmente zu
erzeugen. Die Dicke und Lange der Segmente kann bei Bedarf entsprechend der Befunde an
die Konusform, den refraktiven Fehler, Astigmatismuswerte etc. angepasst werden. Aufgrund
der hoheren Prazision ist man in letzter Zeit dazu Ubergegangen die Ringsegmente auch
mittels Femtosekundenlaser zu erstellen. Die Ringsegmente kénnen zudem mit CXL
kombiniert und intraoperativ mit 0,06% Trypanblau markiert werden [73].

Unter topischer Anasthesie werden die CAIRS in einen mit einem Femtosekundenlaser
erzeugten Kanal inseriert. In der 2018 durchgeflihrten Studie mit einem Follow-up von 6 — 18
Monaten konnte eine durchschnittliche Visusverbesserung von 2,79 + 2,65 Linien beim UCVA
und 1,29 + 1,33 Linien beim CDVA erzielt werden. Wahrend des Follow-ups gab es keine
Progression des Keratokonus und keine Dislokation der Ringsegmente. Zudem traten keine
unerwlnschten Ereignisse auf. Gegenlber synthetischen Ringsegmenten besitzen CAIRS
einige Vorteile bzgl. unerwiinschter Ereignisse. Sie erlauben beispielsweise die Diffusion von
Nahrstoffen und Sauerstoff und zeigen bisher geringere Komplikationsraten. ICRS bendtigen
zudem eine minimale Hornhautdicke von ca. 400 um; da die CAIRS weniger steif sind, kdnnten
diese eventuell auch in dinnere Hornhaute implantiert werden. Zudem ist eine einfachere
Anpassung der Implantationslange, Praparatdicke und -lange maoglich [73].

Bowmantransplantation

Die Bowmantransplantation ist ein relativ junges chirurgisches Verfahren, welches von van
Dijk et al. 2014 vorgestellt wurde [74]. Ziel des Verfahrens ist es, die Cornea zu stabilisieren,
die Oberflache abzuflachen und letztendlich die Progression zu stoppen.

Die Spenderhornhaut wird im ersten Schritt tGber eine klnstliche Vorderkammer gespannt,
anschliel3end erfolgt die Entfernung des Epithels mechanisch.

Mit einem 360° umfassenden oberflachlichen Schnitt in der cornealen Peripherie wird die
Bowman’sche Lamelle vorsichtig vom anterioren Stroma abprapariert und ein Flap von 9 — 11
mm Durchmesser zugeschnitten. Durch Behandlung mit 70 % Ethanol werden alle restlichen
Epithelzellen entfernt [74].

Die Implantation des mit Trypanblau gefarbten Flaps erfolgt in Lokalanasthesie in eine
intrastromale Tasche, die analog zur Dissektionstechnik nach Melles bei der DALK oder mittels
Femtosekundenlaser generiert wird. Das Bowmantransplantat wird vorsichtig in die Tasche
eingesetzt, entfaltet und mit leichten Bewegungen mit einer Kanuile unter Verwendung von
BSS-Lésung zentriert.
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Bisher existiert neben van Dijks Initialstudie an 10 Patienten noch eine weitere Studie an 22
Patienten und einem Follow-up von 21 + 7 Monaten aus denen sich die bisherigen
Erkenntnisse zur Bowmantransplantation ableiten [48, 75].

Intra- und postoperativ zeigten sich keine Komplikationen, eine Immunreaktion ist
unwahrscheinlich, da die Bowman’'sche Lamelle azelluldr ist und eine ausgepragte
Immunantwort daher nicht zu erwarten ist. Der CDVA verbesserte sich um 1 —2 Snellen-Linien,
aulRerdem sanken alle keratometrischen Werte, Kmax durchschnittlich um 8 — 9 Dioptrien, im 2-
jahrigen Nachbeobachtungszeitraum blieben die Werte stabil. Bezlglich Progression
stabilisierten sich 90 % der Augen ausgehend von praoperativen Kmax Werten >70 dpt in allen
Augen [74, 75].

Insgesamt ist die Datenlage zur Bowmantransplantation noch nicht ausreichend, da neben
den zwei bereits erwahnten Studien nur kleinere Fallberichte existieren, sodass der zuklnftige
Stellenwert des Verfahrens noch nicht abschlieRend bewertet werden kann [76]. Langfristig
kdnnte sie sich aber als weniger invasive und damit risikodrmere Alternative zur Keratoplastik
besonders in diinnen Hornhauten etablieren.
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1.3.7 Lentikel

Augmentation / Stromaverstarkung durch humanes Hornhautgewebe

Die SMILE (Small Incision Lenticule Extraction) stellt ein modernes Operationsverfahren der
refraktiven Chirurgie dar und wurde 2008 von Sekundo und Blum erstmals im Rahmen einer
prospektiven Studie an 10 Patienten etabliert [77]. Erste Ideen fir den Einsatz eines
Femtosekundenlasers zur Korrektur von Refraktionsfehlern stammen jedoch bereits aus den
1990er Jahren, die ersten Eingriffe wurden an blinden oder amblyopen Augen im Jahre 2003
durchgefihrt [78, 79].

Die SMILE ist eine Weiterentwicklung der FLEx (Femtosekunden Lentikel Extraktion), die
2006 das erste Verfahren war, welches die Erzeugung eines linsenformigen
Stromagewebestlcks (sog. refraktiven Lentikels) mit dem Femtosekundenlaser beinhaltete.
Damals wurde der VisuMax Laser der Firma Carl Zeiss Meditec AG aus Jena erstmals
eingesetzt, um 10 Augen zu operieren [79] und die Technik unter dem Namen SMILE etabliert.
Da die Technik heutzutage auch mit anderen Femtosekundenlasern mit anderen
Markennamen durchgefihrt wird, wurden samtliche Lentikelextraktionsverfahren unter dem
Uberbegriff KLEx (Keratorefraktive Lentikel Extraktion) zusammengefasst [80].

Die SMILE-Prozedur ist ein Verfahren, welches von der Kommission flir Refraktive Chirurgie
fur die Korrektur von Myopien in einem Bereich von -3 bis -8 dpt und fur Astigmatismus bis 5
dpt empfohlen wird. In Einzelfallen kdnnen aber auch héhere Korrekturen von -10 dpt (Myopie)
und 6 dpt (Astigmatismus) durchgefiihrt werden. Kontraindikationen bestehen in einer
geringen Hornhautdicke <480 um, chronisch progressiven Hornhauterkrankungen und einem
Forme-Fruste-Keratokonus. Behandlungen unter dem 18. Lebensjahr werden nicht
empfohlen, zudem sollte nach Lentikelentfernung das verbliebene Hornhautstroma
(Reststromabett) eine minimale Dicke von >250 um aufweisen [81].

Die Operation wird in Tropfanasthesie durchgefiihrt. Die Erzeugung des refraktiven Lentikels
erfolgt von posterior nach anterior, zum Schluss wird eine Inzision generiert. Anschlieend
wird der Lentikel vorsichtig prapariert und entfernt, indem mit einem Spatel bestehende
corneale Gewebsbriicken gelést werden und der Lentikel mit einer Pinzette durch die Inzision
hindurch herausgezogen wird [81].

Bei der KLEx werden die Lentikel nach der Behandlung im Regelfall verworfen. Ganesh et al.
beschrieben 2014 eine Technik, um KLEXx Lentikel fur Reimplantationen bei anderen Patienten
zu konservieren. Der Lentikel wird zunachst in einer mit Antibiotikum und Antimykotikum
versetzten, gepufferten Salzlésung gewaschen und danach in einem aus Zellkulturmedium
und Dimethylsulfoxid (DMSO) zusammengesetzten Lagermedium bei -196 °C in flissigem
Stickstoff konserviert [82].

Fir die Reimplantation wird der Lentikel aufgetaut und praoperativ erneut in gepufferter
Salzlésung gewaschen, um Reste des Lagermediums zu entfernen.

Im Rahmen mehrerer Beobachtungsstudien wurden KLEXx Lentikel in den letzten Jahren bei
Patienten mit Keratokonus implantiert [83-85].

In einer prospektiven Fallserie mit 22 Patienten konnten Doroodgar et al. (2020) zeigen, dass
eine intrastromale humane Lentikelimplantation zu einem Anstieg der Dicke und der Dichte
der Cornea fuhrt [85]. Aulkerdem konnte nach einem Jahr eine Verbesserung des Fernvisus
bei klarer Hornhaut nachgewiesen werden. Mastropasqua et al. hatten bereits 2018 die
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Entwicklung der Konusform nach Implantation untersucht und eine Abflachung beobachtet
[83]. Neuere Studien konnten zudem auch eine erhdhte postoperative Steifigkeit in der in vivo
Messung zeigen [86]. Der groRe Vorteil besteht darin, dass das angewendete
Operationsverfahren im Vergleich zu Keratoplastiken minimalinvasiv ist [84]. Eine grofRe
Limitation besteht jedoch darin, dass es sich formal um eine Gewebetransplantation handelt,
die entsprechende praoperative Testungen erfordert.

Augmentation / Stromaverstarkung durch xenogenes Hornhautgewebe

In Anbetracht des weit verbreiteten Mangels an humanem Spendergewebe fir Keratoplastiken
konzentrierten sich Forschungsansatze zunehmend auf die Verwendung von dezellularisierten
xenogenen Geweben, um bei Keratektasien wie dem Keratokonus oder corealen
Einschmelzungen eine Behandlungsalternative zur Verfligung zu haben, die auf moéglichst
unlimitiert verfigbares Gewebe zurlckgreifen kann. Da die Cornea ein immunprivilegiertes
Gewebe darstellt, bietet sie generell gute Voraussetzungen flur die Akzeptanz xenogener
Implantate [87]. In ersten Studien an Tiermodellen, u.a. nach der Implantation an Kaninchen,
konnte u.a. gezeigt werden, dass mit gangigen Methoden dezellularisierte Schweinehornhaute
3 Monate nach Implantation gut biokompatibel sind und in das Empfangerstroma integriert
werden [88]. Du et al. untersuchten 2011 mit 0,5 % und 1 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
dezellularisierte porzine Hornhaute in Hinblick auf die Effektivitat der Antigendepletion und die
biomechanischen Eigenschaften im Zugversuch. Mit 0,5 % SDS konnte eine vollstandige
Dezellularisierung erreicht werden und die Zugfestigkeit unterschied sich nicht signifikant von
nativen Schweinehornhauten [89]. 2023 konnten Rafat et al. ein dezellularisiertes Hydrogel-
Hornhautimplantat aus dermalem porzinem Typ-I-Kollagen mit einer Dicke von 440 um
entwickeln, das zur Stabilisierung einer doppelten chemischen und photochemischen
Crosslinking-Prozedur unterzogen wurde (BPCDX). Die biomechanische Zugfestigkeit ahnelt
der humanen Cornea. Das Implantat wurde anschliefiend 20 Patienten in zwei Gruppen (in
Indien und dem Iran) mit fortgeschrittenem Keratokonus in eine minimalinvasiv generierte
stromale Tasche eingesetzt. Nach einem 24-monatigen Beobachtungszeitraum zeigte sich
eine Zunahme der cornealen Dicke von 209 + 18 pym (Indien) bzw. 285 + 99 uym (Iran), sowie
eine Abnahme des Kmax von 13,9 £ 7,9 dpt (Indien) und 11,2 + 8,9 dpt (Iran). Es wurden zudem
keine unerwinschten Ereignisse beobachtet [90]. Es konnte somit gezeigt werden, dass aus
porzinem Kollagen hergestellte Implantate eine vielversprechende und sichere Alternative zu
humanem Spendermaterial darstellen kénnen und eine invasive Keratoplastik vermieden
werden kann.
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Lentikel aus xenogenem Gewebe (XENIA Lentikel)

Parallel zu den bereits beschriebenen Entwicklungen hat die Firma Gebauer Medizintechnik
GmbH kdirzlich einen CE-zertifizierten, MDR-konformen Lentikel entwickelt (Produktname:
XENIA), der aus der anterioren Schweinecornea gewonnen wird. Aus patentrechtlichen
Grinden koénnen nicht alle Details des Produktionsprozesses in ihren Einzelheiten
beschrieben werden.

Es werden ausschliellich Hornhdute von Schweinen eines zertifizierten Schlachtbetriebs
verwendet. AnschlieRend erfolgt die Dezellularisierung z.B. mit SDS oder Enzymen (wie
Lipase, Galactosidase etc.) des cornealen Gewebes vergleichbar dem Herstellungsprozess
biologischer Herzklappen, um unerwiinschte Epitope (v.a. N-Glycolylneuraminsaure
(Neu5Gc)) und Galactose-a-1,3-Galactose (Alpha-Gal) zu eliminieren und Immunreaktionen
nach Implantation zu minimieren [91]. Zur Stabilisierung erfolgt abschlieRend eine
Crosslinking-Behandlung mit hoher Energieintensitat.

Der Lentikel hat eine planare Geometrie, der Durchmesser kann zwischen 2,0 und 9,0 mm,
die Dicke zwischen 50 und 600 um individuell variiert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurden einheitliche Lentikel mit den Ausmalen 7,7 mm Durchmesser und 80 pm Dicke
verwendet.

Gelagert wird der XENIA Lentikel in einem Spezialmedium, welches die Firma Gebauer
Medizintechnik GmbH selbst herstellt; die Haltbarkeit liegt bei ca. 3 Monaten. Die Lagerung
sollte bei Temperaturen zwischen 0 — 25 °C erfolgen, Temperaturen >40 °C sollten vermieden
werden, um die Kollagenstruktur nicht zu beschadigen.

Kontraindikationen fiir die Implantation sind eine vorangegangene PKP, Herpes simplex oder
Herpes zoster Infektionen mit Augenbeteiligung, Glaukom, akute okuldre Pathologien wie
Uveitis / Iritis oder Blepharitis, Allergien gegen Schweineproteine und - speziell bei der
Indikation Keratokonus - corneale endotheliale Dysfunktion.

Ziel der Implantation soll die Stabilisierung und Verbesserung der topographischen
Eigenschaften der Hornhaut sein, auflerdem soll die Abhangigkeit von humanem
Spendergewebe verringert werden [92].

Hinsichtlich der biomechanischen Eigenschaften konnten Wilson et al. 2022 mittels
Elektronischer Specklemuster-Interferometrie zeigen, dass der Herstellungsprozess der
XENIA Lentikel zu einer Steifigkeitszunahme von 127 % gegenuber nativem Gewebe fuhrt
[93]. AuRRerdem konnten El-Massry et al. in einer prospektiven Studie 2021 mit einem Follow-
up von einem Jahr zeigen, dass sich Sehscharfe und Hornhautkrimmung nach Implantation
in Keratokonus-Patienten signifikant verbesserten ohne unerwiinschte Ereignisse zu
verursachen [94].
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2 Ziele der Arbeit

Angesichts des zunehmenden Mangels an Spenderhornhduten fur Transplantationseingriffe
in der Augenheilkunde verschiebt sich der Fokus zunehmend auf die Verwendung alternativer
und dabei insbesondere xenogener Gewebe, die optimalerweise unbegrenzt verfliigbar und
gut vertraglich sein sollten. Erste Studien sowohl am Tiermodell als auch in kleineren humanen
Kohorten konnten zeigen, dass dezellularisierte porzine Hornhautlentikel in Keratokonus-
Patienten zu einer Verbesserung des Visus und der cornealen Topographie fuhren kénnen
und generell gut vom Empfanger akzeptiert werden. In ersten klinischen Studien an humanen
KLEXx Lentikeln konnte gezeigt werden, dass diese in der Regel gut vertraglich sind und zu
verbesserten klinischen Outcomes hinsichtlich cornealer Topographie und Visus in
Keratokonus-Patienten fiihren [83, 85]. Wie aber vorgangig bereits beschrieben, handelt es
sich bei diesen Lentikeln um humanes Material, sodass die Verfugbarkeit begrenzt ist. Zudem
handelt es sich formal um eine Gewebetransplantation, sodass damit verbundene rechtliche
Aspekte in der westlichen Welt die Anwendung dieses Verfahrens bislang einschranken.

Die Verwendung xenogener Lentikel bspw. aus Schweinehornhaut zur Augmentation humaner
Hornhaute stellt in der Augenheilkunde bislang ein noch relativ neuartiges Verfahren dar.
Insbesondere die biomechanischen Eigenschaften eines intrastromalen Implantates sind im
Kontext einer breiteren klinischen Anwendung am Menschen von grof3er Bedeutung, da die
Implantate einerseits unter den pathophysiologischen Konditionen von Keratektasien oder
cornealen Einschmelzungen mdglichst stabil und eine lange Uberlebensdauer haben sollen,
andererseits aber auch adaptationsfahig sein missen, um die cornealen Strukturen nicht zu
schadigen und Komplikationen wie beispielsweise Extrusionen oder Einschmelzungen zu
vermeiden. Ziel dieser Promotionsarbeit war es, die von der Firma Gebauer Medizintechnik
GmbH hergestellten, CE-zertifizierten und MDR-konformen Lentikel in einem ersten Schritt
biomechanisch mit Hilfe von etablierten und einfach reproduzierbaren physikalischen und
chemischen Messverfahren, namlich der uniaxialen Spannungs-Dehnungs-Messung und
enzymatischen Resistenztests naher zu charakterisieren und mit unbehandelten humanen
und porzinen Kontrolllentikeln zu vergleichen. Hierdurch sollten erste Rickschlisse dariber
gezogen werden, ob insbesondere der im Herstellungsprozess enthaltene
Versteifungsprozess zu verbesserter Stabilitit und Widerstandsfahigkeit der Lentikel
gegenuber Nativgewebe fuhrt und zum anderen mit der Exposition gegenuber proteolytischen
Enzymen ein annahernd pathologisches Milieu im Rahmen eines Keratokonus simuliert
werden, dem ein Implantat in der klinischen Anwendung langfristig ausgesetzt ware und
optimalerweise widerstehen sollte [95, 96]. Das Verstandnis der biomechanischen
Eigenschaften dieser Lentikel kdnnte zuklinftig zur besseren Planung von klinischen Studien
beitragen, indem auf Basis der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten individualisierte
und an die Hornhaut der betroffenen Patienten angepasste Lentikel hergestellt werden
kénnten und perspektivisch weitere Indikationsgebiete erschlossen werden kdnnen.
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Purpose: Decellularized and cross-linked porcine stromal tissue offers a new option for
corneal tissue augmentation. The aim of this study is to characterize the biomechanical
properties and enzymatic resistance of processed xenogenic porcine corneal lenticules
(XENIA) and compare them to human/pordne spedmens.

Methods: Groups of XENIA, human, and porcine corneal lenticules were formed.
The dimensions of all lenticules were 7.7 mm in diameter and 80 pm in thickness.
Conformité Européenne (CEj-approved XEMIA-lenticules were provided by the manufac-
turer and human/porcine lenticules were generated using a femtosecond laser from the
anterior stroma of cadaver eyes. All specimens were analyzed by uniaxial stress-strain
measurements (n = & per group) and the resulting elastic moduli were compared. To
evaluate the enzymatic resistance, all lenticules (n = 5 per group) were treated with
collagenase solution (c = 0.1 U/mL) over a 20-day period and the lenticule size was
analyzed by photo-documentation.

Results: XENIA-lenticules showed the highest elastic modulus, significantly higher than
human and porcine lenticules. At 11% strain, the maximum difference occurred between
XENIA and porcine lenticules, with XENIA-lenticules being 23.5-fold stiffer. In the human
lenticule group, donor age correlated strongly with the elastic moduli of this group
fr = 0941, P = 0.005). XENIA-lenticules showed the greatest resistance against
enzymatic digestion. On average, human samples were completely digested after
11 % 4 hours, porcine samples after 91 + 60 hours, whereas XEMIA-lenticules only
showed a digested area of 19.29% =+ 13.7% after 20 days.

Conclusions: XENIA-lenticules are substantially stiffer (3.9-9.6-fold stiffer than human
tissue and 9.0-23.5-fold stiffer than porcine tissue across 5% to 17% strain) and resistant
to enzymatic digestion compared to human/porcine probes.

Translational Relevance: XENIA-lenticules may help to overcome the lack of human
corneal donor tissue and may offer new alternatives for corneal augmentation therapies,
such as for corneal melting or keratoconus.

tissue is also problematic in ophthalmology and one

Introduction

The shortage of human donor tissue is consid-
ered a major problem in modern health care! In
the past. approaches with xenogenic material have
been assessed to overcome this shortage, such as with
cardiac or aortic valve replacements? or, recently, even
with entire heart transplants® The lack of donor

Copyright 2025 The Authors
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reason why therapies for corneal pathologies with
progressive thinning do not include tissue augmenta-
fion as a standard clinical procedure yet. In partic-
ular, cormeal stromal melting or advanced kerato-
conus are difficult and challenging conditions with
only limited therapeutic options. Xenogenic corneal
fissue may offer a solution for this shortage and
in the past decade new xenogenic approaches have
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been undertaken with the use of acellular porcine
corneal stroma*® Recently, Gebauer Medizinpro-
dukte GmbH (Neuhausen, Germany) received CE-
and MDR-approval for its xenogenic corneal implant
(XENIA). It is obtained from the anterior section of
a porcine cornea and then further processed. In a first
step the corneas are decellularized to remove antigenic
epitopes and DNA, followed by a washing process
to remove Gal-complexes Subsequently, the corneas
are compressed and finally intensively cross-linked by
actinic radiation’

A recent study conducted by Wilson et al.” focused
on biomechanical properties of XEMNIA-lenticules
using displacement speckle pattern interferometry
{DSPI) to investigate the effect of the washing and stiff-
ening process on the mechanical strength of XENIA-
lenticules in comparison to non-processed porcine
lenticules. Their findings indicate an increase in stiff-
ness by 127%. However, a biomechanical comparison
to human tissue, as well as the resistance to enzymatic
digestion has not been investigated yet for XENIA-
lenticules. Understanding the enzymatic resistance of
such additive lenticules or ring segments is particularly
crucial in conditions like corneal melting and progres-
sive thinning, such as in keratoconus, in the context of
which it is well known that enzyme levels of matrix
metalloproteinases are elevated®” and contribute to
disease progression.'® Because the XENIA samples are
treated by an intense cross-linking procedure, increased
resistance can be expected based on previous corneal
cross-linking experiments.'!

Therefore this study aims to investigate the biome-
chanical properties and enzymatic resistance of
KENIA-lenticules compared to non-processed human
and porcine controls. The findings will provide valuable
insights into the potential of xenogenic corneal lentic-
ules for tissue augmentation, proposing new therapeu-
tic approaches for conditions like corneal melting and
advanced keratectasia.

Material and Methods

Corneal Tissue

Eleven processed and artificially stiffened porcine
xenogenic lenticules (XENIA) were provided by the
manufacturer in a storage medium composed of
glycerol, water, and ethanol. The CE-marked and
MDR-approved XEMNIA-lenticules were planar and
circular-shaped discs of 7.7 mm in diameter and 80 pm
in thickness (Fig. 1). They were harvested from the
anterior part of the cornea including Bowman’s layer.
The pretreatment of the XENIA-lenticules included a
decellularization process to remove antigenic epitopes
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Figure 1.

XEMIAdenticule before preparation.

and DNA to minimize the risk of immunologi-
cal reactions, washing, compression, and an inten-
sive cross-linking procedure with actinic radiation to
increase their stiffness.”-'> At the time of the experi-
ments, the stiffness was standardized for all CE-marked
lenticules and could not be varied. For the second
group, eleven human corneas (donor age: 78 £ 8
years, eight female and three male individuals) were
allocated by the LIONS Eye Bank NRW (Univer-
sity Hospital Diisseldorf, Heinrich-Heine-University,
Germany) after a storage time between seven to 28
days. Before the experiments, Descemet’s membrane,
including the endothelium, was peeled off and used
for DMEK surgery without damaging the corneal
stroma. Between the peeling and further processing, the
corneas were kept for a maximum of 12 hours in organ
culture medium containing 6% dextran to prevent
corneal swelling according to the current organ culture
storage solution guideline'* The use of the donor
tissue was approved by the local institutional review
board and the relatives had agreed to the scientific
use of the tissue. For the third group. eleven porcine
corneas were obtained from a local abattoir. The eyes
were transported in phosphate-buffered saline solution
{Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO, USA) and processed
within 12 hours postmortem. Because all stress-strain-
measurements were performed in an unphysiologi-
cal biomechanical range, enzymatic resistance analy-
sis was conducted on different samples to avoid bias
from potential tissue destruction. All experiments were
performed according to the Declaration of Helsinki.

Lenticule Creation From Non-Processed
Human and Porcine Corneas

The lenticule creation was performed with an
OCT-controlled femtosecond laser (LDV Z8: Ziemer
Ophthalmic Systems AG, Port, Switzerland). After
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Figure2., Human cornea mounted inan artificial anterior chamber,
after the generation of the lenticule.

epithelial removal, human corneas were mounted in
an artificial anterior chamber to generate the lenticule
(Fig. 2}, whereas for porcine lenticule creation, entire
globes were used. All lenticules were dissected from
the anterior corneal stroma using an applanating mode
including Bowman's layer with a diameter of 7.7 mm
and &0 pm in thickness in a planar geometry to ensure
equal biomechanical testing conditions. Although in
recent years more evidence was found for the existence
of Bowman's layer in porcine corneas, the biomechani-
cal impact is still unclear, as well in human corneas. #-1®
Fiber orientation was not taken into account as the
provided XEMNIA-lenticules are not orientated. After
the dissection, lenticules were placed in 2 mL test tubes
confaining organ culture medium with 6% dextran to
maintain corneal hydration.

Preparation of Processed Porcine Lenticules
(XENIA)

Before the experiments, human and porcine lentic-
ules were rinsed with balanced salt solution (BSS)
{Deltamedica, Reutlingen, Germany). The XENIA-
lenticules were treated according to the manufacturer’s
guidelines by shaking at 500 rpm in BSS for three inter-
vals of 15 minutes each. For better visualization, a
drop of 0.4 % trypan-blue solution (Sigma-Aldrich,
5t. Louis, MO, USA) was applied to the surface of all
lenticules.

Uniaxial Stress-5train Measurement

For stress-strain measurements of the lenticules
(n = 6 per group), central simple strips of 35
mm width according to similar experiments'>!-!#
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Figure 3. Corneal lenticule strip between the camps of the
material taster.

were excised using two fixed, parallel-aligned razor
blades. The measurements were performed using the
material testing device ZwickiLine (Zwick Roell, Ulm,
Germany ) with the load cell XForceP (nominal force
10 M, resolution 0.04 ™). Strips were clamped between
two jaw pairs consisting of oxide ceramics with a clamp
distance of 2.5 mm (Fig. 3) and slippage was checked.
To ensure equal starting conditions, a prestress of
10 kPa was applied to all mounted specimens. The
stress-strain cycle was performed at a velocity of
2 mm/min until a strain of 19%, similar to previous
experiments.!” The data was recorded with testXpert
11 software {Zwick Roell) and exported to a Microsoft
Excel file (Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA) including the absolute strain, the x-corrected
strain, the force, and the distance. The elastic modulus
(Young’s modulus, £ = %) was calculated for each
sample at 5%, 8%, 11%, 14%, and 17% with a strain
window of +0.04%.

Digestion Resistance to Collagenase

A total of 15 lenticules (m = 5 per group) were
placed into collagenase A solution (enzyme activity
0.223 U/mg, ¢ = 0.1 WmL in phosphate-butfered
saline solution from Clostridium histolviicum (LOT
35830424; Roche, Basel, Switzerland), and the diges-
tion process was observed over 20 days similar to
previous studies. ! The resistance tests were performed
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Timepoint [h] Human Porcine XENIA
0
1
4
g Not Mot
documented | documented
12 Completely Completely
digested digested
33 Completely Completely
g digested digested
1 Completely Completely Cormpletely
digested digested digested

Figured. Photo-documentation of the digestion process of human, porcing, and XEMIA-lenticules at representative timepoints. Exemplary
two lenticules of each group are shown here.

Table 1. Digestion Over Time of Human, Porcine, and XENIA-Lenticules

Timepoint Human Porcine XKEMIA
1(0h) 100.0% £ 0.0% 100.0% £+ 0.0% 100.0 4 0.0%
2(1h) 944% 4+ 6.7% 92.0% + 8.7% 101.0% 4 3.0%
3({2h) 76.0% 4+ 16.5% 92.2% 4+ 3.7% 98.0% 4 5.0%
4{3h) 63.2% 4+ 25.9% 86.8% + 6.6% 934 4+ 4.2%
5(4h) 59.6% 4 23.7% 85.5% 4+ 5.3% 94.0% 4 3.9%
6 {5 h) 54.6% 4 30.8% 83.2% 4 9.3% Mot measured
7{6h) 53.6% 4 30.0% 82.5% + 7.1% Mot measured
8({7h) 46.0% + 26.2% 81.2% 4 10.1% Mot measured
9(8h) 41.0% + 23.2% 85.0% £ 7.7% Mot measured
10(9 h) 46.2% + 27.6% 81.5% 4 10.6% Mot measured
11 (10 h) 38.8% 4 22.6% 85.0% 4 12.5% Mot measured
12(11 h) 7.0% 4+ 15.7% 90.7% 4 10.7% Mot measured
13(12 h) 6.2% 4 13.9% 92.5% 4 13.8% Mot measured
1417 h) 0.0% 87.3% 4+ 17.5% 92.8% 4 7.8%
15 (20 h) 0.0% 81.7% 4 47.4% 90.6% 4+ 6.2%
16(23 h) 0.0% 64.5% 4 51.2% 92.2% 4 54%
17 (3 d) 0.0% 16.2% 4+ 19.2% 91.2% 4+ 4.9%
18 (6d) 0.0% 0.0% 87.8% 4 6.0%
19(10d) 0.0% 0.0% 84.2% 4 9.3%
20013 d) 0.0% 0.0% 838% 4 12.1%
21(20d) 0.0% 0.0% 80.8% 4 13.7%

The remaining area is displayed as mean percentage of the initial standardized area (mm?) at timepoint 1 (0 hours). The

digestion process was stopped after 20 days, independently of remaining lenticule samples.
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in 24-well plates with 500 pL. of the prepared colla-
genase solution. To document the digestion process,
photographs of all lenticules were taken with a digital
camera on awhite background. The well plate diameter
of 15.22 mm served as reference scale and was always
completely displayed in the photos The collagenase
solution was replaced every 24 hours.

After the first photo-documentation, the well plate,
including the samples was placed in an incubator
at 37°C temperature At each time point, the well
plate was removed from the incubator and the photo-
documentation was repeated (Fig. 4). Overall, 21 time
points were documented (Table 1) over the course of
20 days, and the tests were stopped independently of
the remaining lenticule size. The examined parameter
was the lenticule area. The first photographed area of
each lenticule was defined as 1 (100% remaining area)
and the following areas were defined as the percent-
age of the remaining area. The photos were analyzed
with Imagel software (WNational Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). After the diameter of the wells
displayed in the photos was set manually as a refer-
ence scale, the circumference of each lenticule was
determined based on the visible rim of each sample
The resulting area size of each lenticule was calculated
automatically from the given values by Imagel.

Statistical Evaluation

All values are expressed as mean value + standard
deviation including 95% confidence interval (CI)
wherever biologically appropriate For stress-strain

stress [MPal

10

05
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measurements, elastic moduli were compared using
two-way analysis of variance. Correlation between the
donor age of the human samples and the elastic moduli
for each strain was calculated with Spearman’s rank
correlation. For enzymatic digestion, the percentages
of digested and non-digested lenticules were compared
using x” test. Furthermore, the percentage remain-
ing areas per time point of each lenticule group
were compared with a two-way analysis of variance
For multiple comparisons of elastic moeduli, Bonfer-
roni correction was used (Bonferroni-adjusted ¢ =
(0.003). Statistical analysis was performed with the
SPSS software Version 28.0.0.0 (IBM, Armonk, NY,
USA). Significance was accepted for P values < 0.05.

The stress-strain extensiometry measurements of
the corneal lenticules showed the typical nonlinear
elastic behavior of biological tissues, as depicted
in Figure 5. The elastic moduli of the three groups
are listed in Table 2. XENIA processed porcine lentic-
ules were significantly stiffer than human and porcine
lenticules at all analyzed strains (P < 0.001). At 5%
strain, the elastic modulus of XENIA-lenticules were
nine times higher (95% CI, 44-179] than that of
unprocessed porcine lenticules and seven times higher
(95% CI, 2.1- 22 2) compared to human lenticules. At
11% strain, this factor increased to 23.5-fold (95 CI,
14.7-37.6) compared to the unprocessed porcine group.

—- MEMIA
-a~ Porcine
& Husmian

na o -

Figure 5. Stress-strain-curves of human, porcine and XEMIA-lenticules up to 19% strain. Young's modulus was calculated as tangent

modulus E = o/ within a strain window of 4 0.04%.
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Eat17%
2.76 + 063 [2.26; 3.26]
0.71 &+ 0.18[0.57;0.85]

10.64 4+ 3.12[8.14; 13.14]

Eat 14%

1.62 £+ 045[1.26;1.98]

046 + 011 [0.37;055]
8.97 4 3.13[6.47;11.47]

Eat11%
0.90 £ 0.36 [0.61;1.19]
0.30 £ 0.08 [0.24; 0.36]

7.05 4 2.98 [4.67;9.43]

E at 8%
052 + 0.34[0.25;0.79]
0.26 + 0.06[0.21;0.31]
498 4 261[2.89,7.07]

Eat 5%
0.36 £+ 0.38[0.06; 0.66]

0.28 4+ 0.04[0.25;031]
248 4 1.62[1.18;3.78]

Table 2. Elastic Moduli (E, MPa) of Human, Porcine, and XENIA-Lenticules at 5%, 8%, 11%, 14%, and 17% Strain

Type of
Lenticule
Human

Porcine

translational vision science & technology
XENIA

Downloaded from tvst. arvojournals.org on 010272026

a fe within a strain window of £ 0.04%. 95% confidence interval in brackets.

The elastic modulus was calculated as E
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Surprisingly. human and porcine lenticules showed no
significant difference at 5% and 8% strain (P = 0.595
and P = 0.1) but at 11%, 14%, and 17%, when the
elastic modulus of the human corneas was significantly
higher (Table 2). For the six human specimens, there
was a significant positive correlation between the donor
age of the human samples and the elastic moduli (r, =
0.941, P =0.005) at all examined strains.

To evaluate digestion of the lenticules over time,
the percentages of digested areas of lenticules were
compared at each time point (Table 1). Figure &
shows that all groups experienced an area reduction
over time, however, the digestion process was substan-
tially faster in the human and non-processed porcine
group. In the XENIA group, the average area reduc-
tion after 20 days was only 19.2% (95% CI, 7.2-31.2),
whereas similar values were observed already after two
hours in the human group (24.0% reduction [95% CI,
—44.5 to —3.5]) and after seven hours in the porcine
group (18.8% reduction [95% CI, —31.4 to —6.3]). The
average time for the complete digestion was 11.00 +
424 (95% CI1, 7.28-14.72) hours in the human group
and 91.17 £+ 60.27 (954 CI, 42.56-139.78) hours in
the unprocessed porcine group, showing a significant
difference (P = 0.012), whereas none of the XENIA
samples showed complete digestion within the 20-day
observation period (P < 0.001). Bonferroni-adjusted
comparisons of all three groups showed significant
differences between the XENIA and human group as
early as after two hours (P = 0.011), whereas a signifi-
cant difference between the XENIA and porcine group
was only observed after three days of digestion (P
= 0.001). Comparing human and porcine samples, a
significant difference occurred after seven hours, with
46.000 (95% CI, 23.0; 689) remaining area in the
human group versus 81.2% (95% CI. 72.4- 90.1) in the
porcine group (F =0.047).

The main findings of this study are (1) that
X ENIA-lenticules are significantly stiffer and (2) have
a significantly higher resistance to enzymatic digestion
compared to human and non-processed porcine lentic-
ules. To our knowledge, this is the first study assess-
ing the enzymatic resistance of XENIA-lenticules and
testing their biomechanical properties using stress-
strain extensiometry.

The stress-strain measurements yielded typical
nonlinear elastic stress-strain curves for all corneal
lenticules comparable to previous studies.’®?* In a
recent study, Wilson et al.” investigated the changes
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independently of not fully degraded samples.

in biomechanical properties of XENIA-lenticules in
comparison to virgin porcine lenticules using DSPL
An increased stiffness of 2.3-fold was reported for
the XENIA-lenticules. We could show that at strains
up to 1794, XENIA-lenticules have an increase in
stiffness between four- to ninefold compared to
human lenticules and nine- to 23-fold compared to
untreated porcine lenticules We interpret the differ-
ence in the increase of stiffness, found in this study
compared to results by Wilson et al’” as caused
by the different acquisition techniques (DSPI vs
extensiometry )—although we acknowledge the direct
comparability of these testing methods is somehow
limited—and notably the different strain ranges in
which the experiments were conducted. It is remark-
able, that the specific processing of virgin porcine
corneas to XENIA-lenticules provides such a substan-
tial increase in cornea stiffness, which is an order
of magnitude higher than what is known from
standard UV-riboflavin CXL.}7 However, this could
be kind of expected by the design of the lentic-
ules because the cross-linking procedure is far more
intense than regular CXL and the lenticules are
additionally compressed. In a side analysis, we found
a positive correlation between the donor age of
the human comeas and the elastic modulus, also
consistent with the published literature showing the
effect of age-depended glycation-mediated natural
cross-linking *!
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Figure 6. Enzymatic digestion of human, porcine and XEMIA-lenticules over time up to 20 days. The remaining area of each timepoint is
defined as percentage of the initial area at timepoint 0 h {1 = 100%). Enzymatic solution was replenished each 24 hours to maintain stable
digestion activity. The dashed line indicates timepoints/intervals which were not measured. After 20 days the digestion process was stopped

Enzymatic activity plays a key role in the patho-
genesis of corneal melting as well as in kerato-
conus, leading to corneal thinning and disease progres-
sion.*>** Therefore requirements on corneal stromal
implants should comprise a sufficient stability against
proteolytic enzymes. Our results show that the resis-
tance of the XENIA-lenticules was significantly higher
than in the control groups. We anticipate this as a
consequence of the strong cross-linking performed by
actinic radiation during the generation of the XENIA-
lenticules. To our knowled ge. there are no studies inves-
tigating enzymatic digestion of XENIA-lenticules or
other corneal lenticules, as only full-thickness corneas
wereevaluated. In 2021, Donovanet al. investigated the
enzymatic digestion of full-thickness human corneas,
treated with the chemical cross-linker Genipin versus
human controls. Their results showed that untreated
corneal buttons of 2 mm in diameter were completely
digested by 1% collagenase solution within four hours,
whereas the Genipin-treated samples needed seven
hours™ close to the digestion time of human corneas of
11 hours in the present study. Similar results were found
by Lammer and coworkers™ for human samples. We
assume that the difference in digestion time arises from
the different dimensions of the tested specimen and the
different collagenase solution concentration. Regard-
ing porcine lenticules, Spoerl et al.!' examined 8 mm
porcine corneal buttons, which were either untreated or
cross-linked with UV-riboflavin using different energy
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intensities and exposed to 0.1% collagenase solution.
The untreated controls were completely digested within
six days, which is in agreement to the four days found in
this study for the thinner lenticules. Their findings also
revealed an effect of UV-riboflavin cross-linking on the
cornea against enzymatic digestion as all cross-linked
control groups needed significantly longer to be fully
digested. Although XENIA-lenticules are cross-linked
in a different manner, the even higher increased resis-
tance of the lenticules compared to the control groups
is impressive with an order of magnitude more and
similar to magnitude of the stiffening effect.

Focusing on a potential clinical application of
XENIA-lenticules, there are currenily only two
studies!>*® that investigated the implantation of
KENIA-lenticules in moderate to severe keratoconus
El-Massry et al.!? reported seven cases after XENIA-
lenticule implantation, in which all eyes tolerated the
lenticule well without any immunological reaction
after one year. They also reported corneal curvature
regularization in absence of adverse events However,
visual acuity improvements were limited to a maximum
of 20/50 {except one eye that achieved 20/30) and a
potential visual acuity limitation because of reduced
light scattering or transmission, evaluated by rigid
contact lens visual acuity testing, were not performed.
Similar results were found by Deshmukh et al *®* who
implanted XENIA-lenticules in nine young patients
that lead to an improvement of UDVA from 1.43 £+
0.3 to0.78 £ 0.17 logMAR and CDVA from 0.89 +
013 t0 045+ 0.03 logMAR after one year. In contrast
to El Massry et al.,'? they reported two eyes with a
stromal melt 3 months postoperatively and the lentic-
ules needed to be explanted. Also a recent case report
by Berger et al.” describes a severe ulcerative keratitis
eight months after XENIA-lenticule implantation.
The authors suspected a reduced diffusion of glucose
through the XENIA-lenticule with consecutive malnu-
trition of the overlying host cornea leading to the
central ulceration.*” Based on the substantial increased
stiffness and resistance to enzymatic digestion found
in this study, other potential clinical applications for
XENIA-lenticules, although with different dimensions,
are corneal ulcers with stromal melting or corneal
augmentation with XENIA-rings segments (eg. in
keratoconus or pellucid marginal degeneration) similar
to the approach of corneal allogenic intrastromal ring
segmentsgs

Other studies™*® investigated the used of non-cross-
linked acellular porcine corneal stroma for therapeu-
tic lamellar keratoplasty with promising results regard-
ing immunelogical reactions, visual improvement and
adverse events Recently, an artificial cornea stroma
construct imitation created from porcine collagen and
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processed by chemical cross-linking yielded remarkable
visual and graft survival resulis for lamellar stromal
augmentation in keratoconus corneas™ In contrast
to XEMNIA-lenticules, the investigated corneal implant
showed three- to fivefold weaker biomechanical proper-
ties and at least twice less resistance to enzymatic diges-
tion than human specimen.

Based on our results, published literature and the
CE-mark and MDR-approval, XENIA-lenticules may
offer a future treatment option in corneal melting or
progressed keratectasia. One concern that arises from
the study is the biomechanical interaction at the inter-
face of the XENIA-lenticule and the recipient cornea
due to the high difference in stiffness similar to findings
from intracorneal ring segments. In intracorneal ring
segments, biomechanical stresses on the stroma or
alterations in the diffusion of metabolites to the stroma
overlying the PMMA segment has been described
as potential sources of complications”! In addition,
before clinical routine implantation in humans, the
optimal dimensions and shape of the XENIA-tissue
have to be further adjusted to the individual clinical
situation.

Concerning limitations of our study, we acknowl-
edge that we applied different protocols for the pretest-
ing preparation to the XENIA-lenticules compared
to human and porcine samples in accordance with
the manufacturer’s guidelines, including prolonged
shaking in BSS. However, because the difference in
biomechanical properties between XENIA and the
other two lenticule groups is very distinctive, we don't
expect a major influence of the preparation method
on the principial results The width-to-gauge length
of 5 mm/2.5 mm is different from established proto-
cols, because we applied a prestress of 10 kPa for
all lenticules to ensure comparability of all samples
We did not perform any preconditioning cycles. With
reference to the enzymatic digestion analysis rim-
based area measurement in fact does not take into
account internal digestion, so alternative approaches
like drying, followed by weighing of residual tissue
need to be considered as alternatives as performed by
O’Brart et al *? and Aldahlawi et al ** However, in the
mentioned experiments, dry weight measurements were
only performed in a small subset of samples after 10 to
13 days which was not feasible for us due to the very
limited availability of XENIA samples.

In summary our results indicate that XENIA-
lenticules have several advantages compared to
porcine and human non-cross-linked control lenticules
with respect to biomechanics and resistance against
enzymatic digestion under the invitro conditions tested
here. Furthermore, these xenogenic lenticules require
no special storage conditions with almost unlimited
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availability, which offer an approach to overcome
the shortage of human graft tissue. However, further
experimental and clinical research is needed to evalu-
ate results and investigate potential indications for
XENIA-implantations (e.g., deep corneal ulcers and
corneal melting).
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4 Diskussion und Schlussfolgerungen

Die Entwicklung neuer operativer Therapieverfahren flr den fortgeschrittenen Keratokonus
und corneale Einschmelzungen wird angesichts des Mangels an humanem Spendergewebe
auch zukulnftig von groflier Bedeutung sein. Zahlen aus dem Jahr 2012 zeigten, dass etwa 53
% der Weltbevdlkerung keinen Zugang zu Hornhauttransplantationen hatten und 12,7 Mio.
Menschen auf eine Spenderhornhaut warteten [97]. Insbesondere die Verwendung praktisch
uneingeschrankt verfugbarer xenogener Gewebe zur Augmentation durfte daher an
Bedeutung gewinnen. Dies zeigt sich an den bereits erwahnten Studien,
Hornhautgewebeersatz aus dezellularisierter Schweinecornea bzw. aus Schweinekollagen zu
synthetisieren und bei Patienten mit Keratokonus zu implantieren. Ein weiterer Vorteil liegt in
der Reversibilitdt des Verfahrens - der Lentikel kann jederzeit unkompliziert entfernt werden,
falls keine klinische Verbesserung eintritt - und auch eine Keratoplastik wie eine DALK ist
weiterhin moglich.

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass xenogene, versteifte Lentikel
bezlglich der Zugfestigkeit und der Resistenz gegeniber proteolytischen Enzymen nativen
Kontrolllentikeln aus humanem und porzinem Gewebe deutlich tiberlegen sind. Hierbei zeigten
die Lentikel im uniaxialen Zugversuch die typischen Spannungs-Dehnungs-Kurven eines
nicht-linearen elastischen Materials. Die Elastizitdtsmodule waren bei allen untersuchten
Dehnungswerten signifikant héher als diejenigen der Kontrolllentikel. Es konnte zudem eine
Korrelation des Alters der Spenderhornhaute mit der Steifigkeit gezeigt werden, was in
Einklang mit bisherigen Studien steht. Spannungs-Dehnungs-Messungen stellen hierbei ein
einfach durchfiihrbares ex vivo-Messverfahren fir die Steifigkeit eines Gewebes dar, zu
dessen Anwendung es in der Literatur zahlreiche Referenzen gibt. Hoeltzel et al. nutzten 1992
Spannungs-Dehnungs-Messungen, um die relativen Differenzen im biomechanischen
Verhalten von Rinder-, Kaninchen- und humanen Hornhauten zu messen [98].

In einer 2022 durchgefiihrten Studie an XENIA Lentikeln konnten bereits Wilson et al. mittels
einer anderen Methode, der Elektronischen Specklemuster-Interferometrie (DSPI), zeigen,
dass die Steifigkeit von XENIA Lentikeln durch den Herstellungsprozess um 127 % zunimmt.
Bei dieser Methode wird das Untersuchungsmaterial mit monochromatischem, koharentem
Licht bestrahlt. Durch die Streuung und Reflexion entsteht ein Specklemuster, das durch eine
Kamera aufgezeichnet wird und mit einer Referenzwelle Uberlagert wird. Wilson et al. haben
die untersuchten Lentikel einer pulsatilen Druckbelastung Uber zwanzig Zyklen ausgesetzt.
Aus der individuellen Phasenverschiebung durch diese biomechanische Belastung, die mit
einer Anderung des Interferenzmusters einhergeht, kénnen in einem weiteren Schritt
Dehnungswerte und eine effektive Spannung abgeleitet werden, aus denen schlussendlich
der Elastizitatsmodul berechnet werden kann [93]. Eine Starke dieser Methode ist, dass sie
eine hohe raumliche Auflésung der Steifigkeit Uber verschiedene Areale der Lentikelflache
liefert, zudem koénnen die physiologischen biomechanischen Verhaltnisse am Auge besser
modelliert werden als mit der in dieser Arbeit gewahlten uniaxialen Spannungs-Dehnungs-
Messung. Nachteilig sind jedoch die (apparative) Komplexitdt sowie fehlende
Standardisierung und Vergleichbarkeit mit anderen Studien aufgrund mangelnder Datenbasis.
Hierin liegt eine Starke der uniaxialen Spannungs-Dehnungs-Messung begriindet, die zum
einen technisch wesentlich einfacher durchfihrbar ist und zum anderen durch die breite

19



Datengrundlage die Vergleichbarkeit mit Vorarbeiten deutlich vereinfacht wird [93]. Mit dieser
Messmethode kann aulerdem durch die simultane Aufzeichnung von Dehnung und
korrespondierender Spannung der Elastizitdtsmodul direkt berechnet werden.

In der Studie unserer Arbeitsgruppe lag der Faktor der Steifigkeitszunahme fur die XENIA
Lentikel bei physiologisch relevanten Dehnungswerten bis zu 17 % im Vergleich zu humanen
Lentikeln bei 3,9 bis 9,6 und im Vergleich zu porzinen Lentikeln bei 9 bis 23,5, was vermutlich
auf die unterschiedlichen Messverfahren und die untersuchten Dehnungswerte
zurtckzufihren ist, und liegt damit deutlich tGber den Effekten, die von klinisch angewendetem
UV-A-Riboflavin-Crosslinking bekannt sind [99]. Dies unterstreicht insbesondere auch eine
zentrale Vorarbeit von Wollensak, Spoerl und Seiler aus dem Jahr 2003, die erstmals,
ebenfalls wie wir, mittels uniaxialer Spannungs-Dehnungs-Messungen den biomechanischen
Effekt von UV-A-Riboflavin-Crosslinking auf humane und porzine Hornhdute im Vergleich zu
nativen Kontrollen derselben Spezies untersucht haben. Die Autoren konnten bei jeweils 6 %
Dehnung fur die behandelten humanen Hornhaute eine Steifigkeitszunahme um den Faktor
4,5 nachweisen, der in etwa dem unteren Wert unserer Messung bei 17 % Dehnung entspricht,
fur die porzinen Hornhaute lag der Wert jedoch nur bei 1,8, was deutlich unterhalb unserer
Messwerte fir die XENIA Lentikel angesiedelt ist [100]. In diesem Kontext muss allerdings
bertcksichtigt werden, dass Wollensak et al. Hornhdute vollstandiger Dicke gegenlber sehr
dinnen Lentikeln in der hier vorliegenden Arbeit untersucht haben und die Messparameter
(u.a. untersuchter Dehnungsbereich nur bis 8 % sowie Klemmenabstand) leichte
Abweichungen zeigen.

Die enzymatische Resistenztestung liefert zusatzlich Hinweise auf die Stabilitat der Bindungen
zwischen den Kollagenmolekilen, sodass indirekt Rickschlisse auf die mechanische
Stabilitat gezogen werden kénnen. Den Effekt des CXL auf die biomechanische Stabilitat
konnten Spoerl, Wollensak und Seiler 2004 mittels dieser Methode erstmals in einer
Grundlagenarbeit an mit unterschiedlichen Energiedichten UV-A-Riboflavin CXL
gecrosslinkten porzinen Hornhauten, die anschlie3end durch Kollagenase, Pepsin und Trypsin
verdaut wurden, eindrucksvoll zeigen. In der von uns ebenfalls verwendeten Kollagenase-
Losung erhohte sich die Zeit fir eine Flachenreduktion der gecrosslinkten Hornhaute von 100
% auf 50 % gegenuber den nativen Kontrollhornhauten von 2,81 + 0,8 Tage auf 10,5 £ 0,5
Tage [96].

Unsere Ergebnisse zeigten analog, dass XENIA Lentikel porzinen und humanen Lentikeln mit
gleichen Dimensionen auch bei der enzymatischen Resistenz deutlich Gberlegen sind. Aus der
XENIA-Gruppe wurde kein Lentikel im Beobachtungszeitraum von 20 Tagen vollstandig
verdaut, wahrend sich in den Kontrollgruppen alle Lentikel im Beobachtungszeitraum
auflosten.

Der stabilisierende Effekt von kollagenem Crosslinking auf die Hornhaut verschiedener
Spezies ist, wie bereits oben beschrieben, sowohl in vivo als auch in vitro in zahlreichen
Studien nachgewiesen worden und fihrte zur Etablierung des CXL als kausales
Therapieverfahren fiur den Keratokonus. Beim klassischen CXL wird wie bereits in der
Einleitung beschrieben Riboflavin als Photosensitizer benutzt, anschlieRend erfolgt die
Bestrahlung mit UV-A-Licht. Der Prozess flhrt dazu, dass sich intrafibrillare kovalente
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Bindungen ausbilden und der Fibrillendurchmesser zunimmt [30, 34]. Hierdurch wird die
Steifigkeit der Hornhaut erhoht und die Progression des Konus aufgehalten bzw. verlangsamt.
Zwar unterscheidet sich das wahrend des Produktionsprozesses von XENIA angewendete
Crosslinkingverfahren vom CXL im klinischen Kontext, allerdings gibt es auch zahlreiche
andere Crosslinkingverfahren, die mit anderen Photosensitizern oder anderen Initiierungen
des Crosslinkings arbeiten (bspw. Bengalrosa (mit grinem Licht), Genipin oder
Proanthocyanidin als chemische Crosslinker)). In einer von Donovan et al. (2021)
durchgeflhrten Studie wurde der Effekt von Genipin als chemischer Crosslinker auf die
enzymatische Verdauung von humanen Hornhauten ex vivo untersucht [101]. Es zeigte sich,
dass Genipin die Proteolyse des Stromas signifikant verlangsamen konnte. Es ist zu vermuten,
dass sich die gesteigerte enzymatische Resistenz und die im Rahmen der Spannungs-
Dehnungs-Messungen erhohte Steifigkeit der XENIA Lentikel auf ahnliche Effekte des
Crosslinkings zurickfihren lassen.

Mit Bezug auf die humanen und porzinen Kontrolllentikel entspricht mit 4,1 h durchschnittlicher
Verdauungszeit der unbehandelten Kontrollen in 1 % Kollagenaselésung die zeitliche
Dimension im Wesentlichen unseren Ergebnissen. Die in der Publikation von Donovan et al.
verwendeten cornealen Proben hatten einen Durchmesser von 2 mm, wahrend die XENIA
Lentikel einen Durchmesser von 7,7 mm besitzen, allerdings wurden Hornhaute voller Dicke
verwendet, wahrend die XENIA Lentikel lediglich 80 um dick sind. Nach durchschnittlich 11 h
waren in der Studie unserer Arbeitsgruppe alle humanen Kontrolllentikel verdaut.

Lammer et al. konnten 2020 ahnliche Ergebnisse fir humane UV-A-CXL gecrosslinkte Lentikel
mit 8,5 mm Durchmesser, aber der Dicke einer vollstidndigen Hornhaut (ca. 550 um) zeigen.
Die unbehandelten Kontrollen waren in 1 % Kollagenase nach 4 h verdaut, wahrend dies flr
die gecrosslinkten Lentikel nach 7 h der Fall war [102].

Dabei gilt jedoch zu berlicksichtigen, dass die Oberflache der Lentikel als Messgrélie flr den
enzymatischen Verdau anfallig gegenlber cornealer Schwellung in Ldsung ist, sodass
alternative Parameter wie das verbleibende Trockengewicht pro Zeitpunkt, wie von Aldahlawi
et al. und O’Brart et al. verwendet, diskutiert werden muissen [103, 104]. In diesen Studien
wurden jedoch nur kleine Teilstichproben zu ausgewahlten Zeitpunkten gemessen, was bei
der sehr geringen zur Verfligung stehenden Anzahl an XENIA Lentikeln nicht mdglich war.

Die klinischen Erfahrungswerte fir die Implantation von XENIA Lentikeln beschranken sich
derzeit auf zwei Studien mit kleineren Fallzahlen. In einer ersten klinischen Studie haben El-
Massry et al. (2021) XENIA Lentikel in sieben Augen mit einem Follow-up von 12 Monaten
implantiert. Es konnte gezeigt werden, dass sich die Sehscharfe zwischen 6 und 12 Monaten
bei allen Patienten statistisch signifikant verbesserte, die Hornhautkrimmung regularisierte
(Abfall des Kmax von 64,8 £ 5,1 dpt auf 62,8 + 6,2 dpt) und keine unerwiinschten Ereignisse
auftraten, insbesondere keine immunologischen Reaktionen [94]. Zudem erhdhte sich die
durchschnittliche zentrale corneale Dicke von 389,43 + 45,41 ym auf 429,33 + 63,20 ym.
Ahnliche Ergebnisse erbrachte eine aktuelle Studie von Deshmukh et al. (2025) mit ebenfalls
1-Jahres-Follow-up, jedoch mussten als unerwunschtes Ereignis bei zwei Patienten die
Lentikel nach drei Monaten aufgrund stromaler Einschmelzungen entfernt werden [105].
Berger et al. (2024) berichten in einem Case Report ebenfalls von einem Patienten nach
XENIA-Implantation, der acht Monate nach der Operation eine stromale Einschmelzung mit
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Ulceration entwickelte, die im Anschluss mit einer PKP behandelt werden musste [106]. Die
Autoren fuhren dies auf eine mogliche gestorte Diffusion von Glucose und anderen
Metaboliten durch die Bearbeitung des Lentikels mit konsekutiver Malnutrition des Stromas
zurlck, die die Einschmelzung verursacht haben kénnte.

Daher ist es von zentraler Bedeutung, wie Wilson et al. (2022) bereits in ihrer Publikation
diskutiert haben, die Lentikel zukUnftig nicht nur isoliert biomechanisch zu betrachten, sondern
auch Anderungen, die sich durch die Implantation in die Empfangercornea ergeben [93].
Insbesondere das Interface, also die Grenzflache zwischen Horhautstroma und
Lentikeloberflache, sollte in zuklnftigen Studien genauer betrachtet werden, da die
Spannungsverteilung zwischen der im Vergleich weichen Empfangerhornhaut und dem steifen
XENIA-Implantat durch  Scherkrafte  oder Diffusionshindernisse zu  cornealen
Einschmelzungen beitragen kann. Auflerdem ist bislang nicht bekannt, inwiefern sich die
Versteifung im Rahmen des Herstellungsprozesses konkret auf die Integration der XENIA
Lentikel in die Empfangercornea auswirkt. Fur native porzine und humane KLEx Lentikel
konnte bereits in mehreren Studien nachgewiesen werden, dass die Implantate gut in die
Empfangercornea integriert werden. Konkret wurden in einer aktuellen Studie von Dourado et
al. (2025) mit 1 % SDS dezellularisierte porzine Lentikel mittels interlamellarer Keratoplastik in
das Hornhautstroma von Kaninchen implantiert. Nach 28 Tagen konnte in der postoperativen
Spaltlampenuntersuchung gezeigt werden, dass die Lentikel gut an das Empfangerstroma
adaptiert waren. Histologisch und elektronenmikroskopisch konnten zudem zahireiche
Keratozyten nachgewiesen werden. Anfangs konnte zwar leichter cornealer Haze beobachtet
werden, der jedoch bis zu Tag 28 leicht rlicklaufig war [107]. Fir KLEx Lentikel konnte eine
prospektive Studie von Li et al. an acht Patienten mit Post-LASIK-Ektasie und drei Jahren
Beobachtungszeit in den ersten 6 Monaten aktivierte Keratozyten im anterioren und
posterioren Stroma nachweisen, wahrend eingewachsene Nervenfasern nur in einem Fall
detektiert werden konnten [108]. Diese Ergebnisse zeigen grundsatzlich, dass xenogene
Lentikel von Empfangerhornhauten gut akzeptiert werden; inwieweit das intensive Crosslinking
der XENIA Lentikel diese Adaptation beeinflusst, muss in weiteren Studien geklart werden.
Weiterfihrend ware in diesem Zusammenhang perspektivisch eine in vivo-Messung der
Biomechanik im Langzeitverlauf nach Implantation interessant, um einerseits eine mégliche
Progression eines Keratokonus einschatzen zu kdnnen, und andererseits eine geeignete
Therapieoption auswahlen zu kénnen, wie etwaiges adjuvantes CXL. Mit einer in vivo-
Messung konnte in diesem Zusammenhang optimalerweise direkt die Gesamtstruktur aus
Implantat und Empfangercornea beurteilt werden. Zwar existieren mittlerweile auf dem Markt
verschiedene Technologien, die darauf ausgelegt sind, die corneale Biomechanik in vivo zu
quantifizieren, bislang hat sich jedoch kein Verfahren als optimales Instrument erwiesen.
Oftmals sind die Messergebnisse von zu vielen physiologischen Faktoren, wie z.B. der Hohe
des IOP oder der zentralen cornealen Dicke bei applanatorischen Techniken wie dem ORA
oder Storfaktoren, wie Bewegungsartefakten bei der Interferometrie, abhangig. Die erhobenen
Parameter kdnnen auflerdem i.d.R. nicht direkt in physikalische GroRen Ubertragen werden.
Dementsprechend muss oftmals auf ex vivo-Verfahren zuriickgegriffen werden, die zwar einen
ersten Uberblick (iber die Biomechanik liefern, jedoch Limitationen hinsichtlich der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den in vivo-Zustand haben.
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Die hohe Steifigkeit der XENIA Lentikel, die sich auch in der extrem hohen Resistenz
gegenlber proteolytischen Enzymen widerspiegelt, kdnnte neben den bereits erwdhnten
Risiken jedoch auch einen Vorteil bei weiteren Anwendungsgebieten, wie cornealen
Ulcerationen (Einschmelzungen), darstellen. Bislang besteht hier die Therapie der Wahl in der
Defektdeckung bzw. Uberndhung mit Amnionmembran oder Konjunktiva bzw. dem Ersatz
mittels perforierender Keratoplastik, die insbesondere in der Akuttherapie bei einem
perforierten Ulcus zum Einsatz kommt. In einer retrospektiven Studie von 2023 berichten
Klimesova et al. von der Implantation von KLEx Lentikeln in zwdIf Augen mit cornealen Ulcera
verschiedener Genese [109]. Die stromale Tasche wurde hierbei mit einer Klinge generiert und
der eingesetzte Lentikel zusatzlich mit einem Stiick Amnionmembran Ubernaht. Postoperativ
betrug die Beobachtungszeit 6 Monate. Evaluiert wurden CDVA und die Stabilitat des
Transplantats, zudem wurde eine Spaltlampenuntersuchung und ein Seidel-Test durchgefihrt.
In7/12 (58 %) Patienten konnten die Ulcera zur Abheilung gebracht werden. Laut den Autoren
wurde eine zusatzliche Ubernahung des Lentikels mit Amnionmembran durchgefiihrt, da diese
den Heilungsprozess durch antiinflammatorische Mediatoren und Reepithelialisierung fordert.
In diesem Kontext kdnnte die beschriebene Operation auch mit xenogenen Lentikeln, ggf.
ebenfalls mit zusatzlicher Verwendung von Amnionmembran durchgefihrt werden. Bislang
existiert noch keine Studie mit dezellularisierten porzinen Lentikeln, die nach der gleichen OP-
Technik wie XENIA Lentikel oder KLEx Lentikel implantiert werden, und explizit corneale
Ulcera als Anwendungsgebiet adressiert. Eine aktuelle Studie von Chen et al. verglich jedoch
die Ergebnisse nach lamellarer Keratoplastik mittels einerseits humaner Cornea und
andererseits dezellularisierter porziner Cornea bei insgesamt 58 Patienten mit peripherer
ulcerativer Keratitis. Es zeigte sich, dass nach 3 und 6 Monaten postoperativ der CDVA in der
humanen Gruppe signifikant besser war, nach 12 Monaten jedoch kein Unterschied mehr zu
den porzinen Transplantaten beobachtet werden konnte. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich
auch fur die Transparenz [110]. Dezellularisierte porzine corneale Lentikel wie XENIA kénnten
demnach potenziell eine weniger invasive Alternative zu Keratoplastiken auch bei Ulcera
darstellen.

Zusammenfassend konnte die Publikation unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass xenogene
Lentikel nach dem vorliegenden Herstellungsverfahren verbesserte biomechanische
Stabilitatseigenschaften gegeniber unbehandelten Lentikeln aufweisen. Auch die Resistenz
gegeniuber enzymatischer Zersetzung konnte in beeindruckender Weise gesteigert werden.
Besonderes Augenmerk in kinftigen Untersuchungen sollte auf der in vivo-Messung der
Biomechanik liegen, um direkt das biomechanische und klinische Outcome miteinander
korrelieren zu kdnnen und dementsprechend individuelle Anpassungen der Lentikel bspw. bei
Dicke, Geometrie und der durch das Crosslinking im Rahmen des Herstellungsprozesses
vorgegebenen Steifigkeit vornehmen zu kénnen. Ein interessanter Ansatz kdnnte in diesem
Zusammenhang eine Formanpassung der XENIA Lentikel hin zu einer Ringform analog zu
ICRS oder CAIRS sein, die basierend auf der individuellen cornealen Topographie des
Patienten in der Dicke und Steifigkeit (mittels ggf. angepasster Crosslinking-Protokolle) variiert
werden kénnen und auf die jeweilige Konusform zentriert werden kénnen. Alternativ kdnnten
XENIA Lentikel auch als Spenderhornhautersatz im Rahmen einer DALK fungieren. In
weiteren klinischen Studien sollte zudem gepruft werden, ob xenogene Implantate auch fur
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weitere Indikationsgebiete (tiefe corneale Ulcera, akute corneale Einschmelzungen) geeignet
sind.

Auch die Wechselwirkungen der Lentikel mit der Empfangerhornhaut sollten untersucht
werden, um das langfristige Risiko bzgl. einer Immunreaktion sowie ggf. das klinische
Outcome in Hinblick auf Transparenz / Lichttransmission und somit die Visusprognose
aufgrund der topographischen Veranderung besser einschatzen zu kénnen.

Das im Rahmen dieser Dissertation behandelte Therapieverfahren bietet Chancen fiir eine
minimalinvasive Behandlung von Keratektasien und kdnnte Patienten deutlich aufwendigere
und belastende Keratoplastiken ersparen. Durch nahezu unbegrenzte Verfligbarkeit porziner
Cornea als Lentikelmaterial kénnten die Hornhautbanken entlastet werden und
Spenderhornhdute fur Erkrankungen oder Falle vorgehalten werden, in denen eine
Keratoplastik alternativios ist. Da bisher jedoch noch keine klinischen Daten zum
langerfristigen Outcome Uber mehrere Jahre nach der Implantation vorliegen, ist weitere
klinische Forschung nétig.
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